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RESUMEN:

En el presente trabajo se evalua la presencia de organismos patégenos en
el calostro antes y después del tratamiento térmico en unidades de produccion
lechera con la finalidad de determinar si el tratamiento del calostro es el adecuado
para garantizar que los agentes patdgenos presentes en la madre y el ambiente no
son transmitidos al neonato. Para dicha determinacién se analizaron 22 unidades
de produccion lechera pertenecientes a la regién de la Comarca Lagunera donde
se cuenta con un sistema de tratamiento térmico por lotes de forma estandar con

un tiempo de tratamiento de 60 minutos a una temperatura de 60°C.

Los microorganismos buscados en las muestras de calostro fueron
Coliformes totales (Indicador de contaminacién ambiental), Escherichia coli
(Indicador de contaminacién fecal), Listeria spp. (Indicador de eficiencia de
tratamiento térmico), Staphylococcus spp., Micobacterium avium subesp.
paratuberculosis y Brucella abortus. Para la determinacién y cuantificacion de cada
uno de los microorganismos planteados de desarrollaron 2 metodologias, la primera

de deteccion rapida (Compact Dry) y la segunda por métodos tradicionales.

Después del analisis de resultados se observo que en algunas unidades de
produccion el manejo del calostro después del tratamiento térmico es deficiente,
dada la presencia de Coliformes totales, que teéricamente son eliminados con
tratamientos por encima de los 45°C; sin embargo, a pesar de que los
“pasteurizadores” en los establos utilizan condiciones 6ptimas de operacion en los
equipos DairyTech, estos microorganismos persisten o son incorporados por malas
practicas de manejo del calostro post-tratamiento térmico. Todas las muestras
analizadas fueron negativas a los microorganismos patdégenos, E. coli, Salmonella,
Stsphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Brucella abortus.

Palabras clave: Calostro, tratamiento térmico, calidad sanitaria.



ABSTRACT:

In the present work, the presence of pathogenic organisms in colostrum is
evaluated before and after heat treatment in dairy production units in order to
determine if the treatment of colostrum is adequate to ensure that the pathogens
present in the mother and the mother The environment is not transmitted to the
newborn for which 22 dairy production units belonging to the region of the Lagunera
Region were analyzed, where there is a standard batch heat treatment system with
a treatment time of 60 minutes at a temperature of 60 ° C

The microorganisms sought in colostrum samples were Total coliforms
(Indicator of environmental contamination), Escherichia coli (Indicator of faecal
contamination), Listeria spp. (Heat treatment efficiency indicator), Staphylococcus
spp., Micobacterium avium subsp. paratuberculosis and Brucella abortus. For the
determination and quantification of each one of the raised microorganisms of 2
methodologies developed, the first one of rapid detection (Compact Dry) and the
second one by traditional methods.

After the analysis of the results, it was observed that in some production units
the management of colostrum after heat treatment is poor, given the presence of
total Coliforms, which_are theoretically eliminated with treatments above 45 ° C;
However, although the “pasteurizers” in the stables use optimal operating conditions
in DairyTech equipment, these microorganisms persist or are incorporated by bad
management practices of colostrum after heat treatment. All samples analyzed were
negative for pathogenic microorganisms, E. coli, Salmonella, Stsphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes and Brucella abortus.

Keywords: Colostrum, heat treatment, sanitary quality.



I. INTRODUCCION

Los bovinos nacen carentes de proteccién inmune, por ello, los primeros dias
después del nacimiento son de vital importancia para el desarrollo de su sistema
inmune, éste a su vez depende totalmente de la absorcién de los IgGs maternos
contenidos en el calostro (Pandey et al.,2011; Fischer, 2017). El calostro debe
poseer alta calidad para poder conferir salud al neonato, por lo que es necesario
realizar tratamientos a los calostros previos a ser suministrados a los terneros esto
con la finalidad de eliminar agentes biolégicos que interfieren con su salud, los
tratamientos previos consisten en calentamiento a temperaturas elevadas de tal
forma que pueda eliminarse la mayor cantidad de agentes patdgenos presentes sin
desintegrar a las inmunoglobulinas (McGrath et al., 2016; Elizondo-Salazar et al.,
2010.)

A partir de los experimentos realizados por Romero y Alvarez (2015), se
determind que utilizar un proceso térmico no es igual a la esterilizacion, debido a
que, si se tiene un calostro con alta presencia de microorganismos y bacterias, el
tratamiento térmico puede no eliminarlas por completo. El problema radica en que
los terneros recién nacidos son sensibles a diarreas neonatales en los primeros dias
después del nacimiento y la actividad del sistema inmunitario empieza a activarse a
partir del dia 14 después del nacimiento. Es importante considerar que las diarreas
y enfermedades en un hato lechero pueden causar tasas de mortalidad entre un 5

y 50%, provocando grandes pérdidas econémicas (Romero y Alvarez, 2015).

Por lo anterior, en el presente trabajo se evalué la presencia de organismos
patdgenos en el calostro antes y después del tratamiento térmico en unidades de
produccion lechera con la finalidad de determinar si el tratamiento del calostro es el
adecuado para garantizar que los agentes patdgenos presentes en la madre y el

ambiente no son transmitidos al neonato.



II. ANTECEDENTES

2.1 Calostro bovino

El calostro es la leche "temprana" producida por el mamifero en los primeros
dias después del parto. En bovinos la produccién del calostro ocurre en los primeros
4 dias, y el papel de este en un recién nacido no es de solo proporcionar nutricion,
sino también proteccion contra infecciones mientras el sistema inmunologico del

becerro se desarrolla (Pandey et al., 2011).

La ingesta de calostro influye en el metabolismo, los sistemas endocrinos y el
estado nutricional; ademas, estimula el desarrollo y la funcidbn del tracto
gastrointestinal (McGrath et al., 2016). La composicidén y propiedades fisicas del
calostro son muy variables debido al niumero de factores que influyen en su
produccion. Estos factores incluyen la individualidad, la raza, la paridad, la nutricion
preparto, el periodo seco de las vacasy el tiempo posterior al parto. De forma general
el calostro tiene un perfil nutricional y composicion inmunoldgica distinta de la leche
"madura", esta compuesto ‘de proteinas, carbohidratos, grasas, vitaminas y
minerales (Figura 1). En el perfil nutricional se incluyen factores de crecimiento,
citosinas, nucleosidos, factores antimicrobianos naturales, factores de regulacién
inmune y factores antioxidantes (McGrath et al., 2016).

El calostro representa aproximadamente el 0.5% de la produccién anual de
leche de una vaca. La mayoria de las vacas lecheras saludables producen calostro
muy por encima de los requerimientos de la ternera, pero tipicamente la leche
recolectada durante el calostro se considera no comercializable y a menudo se
excluye de la recoleccion de leche a granel.

El alto contenido proteico del calostro conduce a multiples problemas en los
procesos industriales, por ejemplo, la baja estabilidad térmica, que interfiere con la

pasteurizacion (McGrath et al., 2016).



Cuadro 1. Composicion del calostro, leche en transicién y leche normal de la vaca.
Botero (2013)

Variable 1 2 3 Leche
Calostro | Transiciéon | Leche
Gravedad especifica 1.056 1.04 1.035 | 1.032
Solidos totales (%) 23.9 17.9 14.1 12.5
Grasa (%) 6.7 5.4 3.9 3.6
Solidos no grasos (%) 16.7 12.2 9.8 8.6
Proteina total (%) 14.0 8.4 5.1 3.2
Caseina (%) 4.8 4.3 3.8 2.5
Albumina (%) 0.9 1.1 0.9 0.5
Inmunoglobulinas (%) 6 4.2 24 0.09
1gG (%) 3.2 2.5 1.5 0.06
Nitrégeno no proteico (%) 8.0 7.0 8.3 4.9
Lactosa (%) 2.7 3.9 4.4 4.9
Calcio (%) 0.26 0.15 0.15 | 0.13
Magnesio (%) 1.04 0.01 0.01 1.01
Potasio (%) 0.14 0.13 0.14 | 0.15
Sodio (%) 0.14 0.13 0.14 | 0.15
Cloruro (%) 0.12 0.10 0.10 | 0.07
Hierro (mg/100 mL) 0.20 - - 0.05
Cobre (mg/100 mL) 0.06 - - 0.01
Vitamina A (ug/100 mL) 295 190 113 34
Vitamina E (pg/g grasa) 84 76 56 15
Carotenos (ug/g grasa) 103.3 - - 11.3
Riboflavina (ug/mL) 4.83 2.71 1.85 | 147
Acido pantoténico (ug/mL) 1.73 - 3.20 | 3.82
Vitamina B12 (ug/100 mL) 4.9 - 2.5 0.06
Acido félico (ug/100 mL) 0.8 - 0.2 0.02
Colina (mg/mL) 0.70 0.34 0.23 | 0.13
Acido ascérbico (mg/100 mL) 25 - 2.23 2.2

2.1.1 Calidad del calostro bovino

Los neonatos requieren de asistencia inmune pasiva a través de anticuerpos
y linfocitos no especificos que actuan contra la mayoria de microorganismos de su
entorno transferidos por la madre a través del calostro hasta que el ternero
desarrolla suinmunidad activa. Las inmunoglobulinas son componentes del sistema

inmunolégico cuya funcion es neutralizar y ayudar a destruir bacterias, asi como



otras particulas extrafas que hayan invadido el cuerpo del recién nacido al
momento del parto. La calidad del calostro en términos de anticuerpos producidos
por una vaca puede ser determinada por medio de la regresién Y=254.716X-
261.451 (donde Y es la concentracion de Ig en %, y X es la gravedad especifica

del calostro (Fortin and Perdomo, 2009; Elizondo-Salazar et al., 2010).

2.1.2 Calidad bacteriolégica del calostro

Con base en los parametros descritos por Botero (2013), se considera un
calostro de buena calidad bacteriologica si la cuenta total de bacterias es menor a
100,000 UFC/ml, y la cuenta total de Coliformes es menor a 10,000 UFC/ml.

La calidad bacterioldégica del calostro tiene varios puntos criticos que lo
afectan. En primer lugar, esta la calidad bacteriolégica proveniente de la ubre y de
la limpieza de la piel. Segundo esta la condicién higiénica del equipo de ordefio. En
tercer lugar, estan los utensilios que se usan para colectar y, por ultimo, estan los
utensilios para almacenar o alimentar. En general, el calostro es transferido de
recipiente muchas veces, en promedio 2.5 veces, lo que aumenta el riesgo de
contaminacion. El 42 % de los calostros de las lecherias son transferidos 3 veces
antes de ser utilizado para alimentacion. El calostro es dejado frecuentemente al
medio ambiente por periodos largos, aumentando el riesgo de crecimiento
bacteriano; 54% de los calostros de las lecherias investigadas permanecieron a

temperatura ambiente mas de 60 minutos.

También es frecuente encontrar calostro que ha sido refrigerado por mucho
tiempo (>48 horas). El resultado es un calostro con conteos bacterianos 10 veces
mayores que el calostro fresco. El calostro con conteos bacterianos altos puede
tener varios problemas, primero, las bacterias pueden interferir con la absorcion de
Inmunoglobulinas (por bloqueo de receptores, porque se pegan a la bacteria y salen
con la materia fecal o porque las toxinas pueden destruir células que absorben las

inmunoglobulinas), y segundo, las bacterias u otro tipo de microrganismos pueden



ser patdgenos y afectar la salud del ternero/a, aunado a esto, los patdgenos al ser
pasados de generacion en generacion permanecen endémicos en el hato.

En un estudio en paralelo, el conteo total de bacterias en muestras de
calostros de lecherias de Minnesota, el promedio fue de 615 millones de UFC/ml;
93% de las muestras tuvo resultados >100,000 UFC/ml. En otra investigacion
llevada en lecherias de Wisconsin, el 82 % de las muestras de calostro tuvo conteos
>100,00 UFC/ml (Botero, 2013).

2.1.3 El calostro como inmunoregulador

En bovinos las inmunoglobulinas son transferidas a través del calostro, este
contiene a las inmunoglobulinas 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE. El calostro contiene de
70-80% de IgG, 10-15% de IgM y 10-15% de IgA (Fischer, 2017). La mayoria de
las 1gGs en el calostro bovino proviene dela sangre. Cuando las inmunoglobulinas
se ingieren por via oral no son absorbidas por el torrente sanguineo en animales de
36 a 48h de edad; sin embargo, las inmunoglobulinas dentro del tracto
gastrointestinal son eficaces contra organismos patégenos en bovinos de todas las
edades. Las inmunoglobulinas calostrales son capaces de aglutinar organismos
invasores tales como bacterias, virus, hongos y parasitos que entran en el tracto
intestinal, facilitando su extirpacion antes de causar infeccion y enfermedad (Pandey
et al., 2011; Fortin and Perdomo, 2009).

Por otra parte, las citoquinas IL-1, IL-2, IL-6, TNF e IFN, presentes en el
calostro, son componentes fundamentales del sistema inmune debido a que
mejoran la maduracién de las células B y T, e incrementan el nivel de producciéon
de anticuerpos enddégenos. Las citoquinas juegan un papel importante en la
regulacion del crecimiento de células epiteliales, incluyendo inflamacion intestinal y

restitucidon epitelial después del dano a la mucosa (Stelwagen et al., 2009).



2.2 Tratamiento térmico del calostro bovino

La calidad del calostro puede mejorarse después del parto sometiéndolo a
un tratamiento térmico semejante a la pasteurizacion. Este tratamiento incrementa
su calidad disminuyendo la carga bacteriana, sin embargo, utilizando condiciones
predeterminadas de tiempo y temperatura reducen la concentracion nativa de
inmunoglobulinas y aumenta la viscosidad (McGrath et al., 2016; Elizondo-Salazar
et al., 2010).

La adopcion de sistemas de pasteurizacion en unidades de produccion ha
reportado resultados significativos en la salud de las terneras y en los ingresos
economicos del productor, pero la principal pregunta que surge sobre la
conveniencia de la pasteurizacion de calostro es con respecto a si la pasteurizacion
causa degradacion de las inmunoglobulinas. presentes en el calostro. Elizondo-
Salazar (2008) determino experimentalmente que el tratamiento térmico del calostro
puede reducir significativamente la carga bacteriana, obteniendo el beneficio de
reducir la enteritis causada por coliformes fecales, lo mismo que previene la
transmision de otros patdbgenos econdmicamente importantes como Salmonella y

Mycoplasma spp.

De forma no concluyente, y aportando a la hipétesis de que bacterias vivas
en el calostro pueden interferir con la absorcién pasiva de los anticuerpos en el
calostro, Elizondo-Salazar (2009) determin6 que proveer calostro tratado
térmicamente puede ayudar a incrementar la transferencia de IgG en terneras

recién nacidas.

2.2.1 Tipos de tratamiento térmico del calostro

De acuerdo con la clasificacion de equipos distribuidos por Dairy Tech
existen dos métodos comunes de pasteurizacidon de la leche: pasteurizacion

discontinua y pasteurizaciéon de flujo continuo a alta temperatura y corta duraciéon
(HTST).



La pasteurizacion por lotes estandar se lleva a cabo cuando un lote de leche
se calienta a 63 °C durante 30 minutos. Después de este tiempo la leche se enfria
y se puede alimentar a las terneras. Los pasteurizadores por lotes deben estar
equipados con un agitador para permitir un calentamiento uniforme. Los lotes son
seleccionados del tamafio adecuado para garantizar que la elevacion de la
temperatura se de en tiempos cortos para de esta manera disminuir la probabilidad
de que algunas bacterias se vuelvan resistentes al calor y sobrevivan al proceso de
pasteurizacion. El proceso de limpieza de estas unidades se realiza a menudo

manualmente (Dairy Tech Inc., 2018).

El proceso de HTST consiste en hace circular la leche a través de una red de
serpentines calentados, la leche es calentada rapidamente a 72 °C y se mantiene a
esta temperatura por 15 segundos. Este tipo de sistema esta equipado para enfriar
de forma automatica la leche a la temperatura de alimentacion o almacenamiento.
Los sistemas de flujo continuo generalmente son mas dificiles de limpiar debido a
qgue requieren un procedimiento de limpieza similar al que se usa en los sistemas
de ordefio (Dairy Tech Inc., 2018).

Con base a la informacion obtenida por McGrath et al. (2016), se sabe que
el calentamiento del calostro a 60 °C durante 120 minutos es suficiente para reducir
el nivel de Mycoplasma bovis viable, Listeria monocytogenes, Escherichia coli
O157:H7, = Salmonella enteritidis 'y Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis, por debajo de los limites detectables. También se describe que
calentar el calostro a 60 -C durante 60 minutos disminuye el recuento de bacterias

mesofilas aerobias y coliformes, sin afectar la concentracion de IgG nativa.

En una investigacion Stabel (2001) demostré que el tratamiento térmico a
65.5 °C durante 30 minutos es adecuado para lograr la destruccion total de

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Butler et al. (2000) demostraron que



la pasteurizacion en el campo de la leche residual a 65 °C durante 10 minutos tiene
la capacidad de destruir la corteza de las micobacterias como Mycoplasma bovis,
M. californicumy M. canadense. En este estudio también se determin6 que M. bovis
y M. californicum no crecen después del tratamiento a 60 °C durante 5 y 10 minutos
respectivamente, mientras que M. canadense permaneci6 viable después de 30
minutos de calor.

M. bovis y M. californicum fueron negativas por cultivo después del
tratamiento por 2 minutos a 65 °C, pero M. canadense produjo colonias cuando se
proceso6 a 65 °C durante 10 min. Cuando la temperatura aument6 a 67.5 °C por 1
minuto, se inactivd a M. bovis, por 2 minutos a M. californicum y por 5 minutos a M.
canadense. En otro estudio, Stabel et al. (2004 ), demostraron que la pasteurizacion
HTST es efectiva en la destruccién de M. paratuberculosis, algunos serovares de
Salmonella y algunas especies de Mycoplasma en la leche de desecho.

Una forma de determinar la eficiencia del tratamiento térmico es llevar a cabo
la determinacion del tiempo de reduccién decimal (valor D) de un microorganismo
en especifico dentro de la matriz ‘alimenticia de interés, el valor D de un
microorganismo se define como el tiempo necesario para que a una temperatura
determinada se reduzca el 90% de su poblacion en el material tratado. El valor D es
una expresion de la resistencia del microorganismo al efecto de la temperatura y
puede calcularse mediante la formula de Stumbo: Dn= t/(loga — logb), donde
n=temperatura del proceso, t= tiempo durante el cual se aplica esa temperatura,

a=numero inicial de microorganismos y b= numero final de microorganismos.

Los equipos Dairy Tech de pasteurizacion DT10G, DT30G y DT60G, junto
con el equipo MilkWorks Gold estan disefiados para pasteurizar calostro y leche.
También vienen con la opcion para enfriar el calostro rapidamente, impidiendo el
crecimiento bacteriano. Los equipos MilKworks vienen con la opcidén para enfriar
mas rapidamente el calostro y se puede ajustar la temperatura objetivo, de manera
que queden listos para refrigerar o congelar (Botero, 2013).

Basados en los multiples experimentos realizados para definir la eficacia del

tratamiento térmico se ha demostrado que la proporcion de IgG en el calostro no se



ve afectada por el tratamiento térmico; sin embargo, Tacoma et al. (2017) ha iniciado
una serie de estudios enfocados a la absorcion de citoquinas asociadas a calostro
tratado térmicamente. En su estudio aliment6 a un grupo de animales con calostro
tratado térmicamente y a otro grupo de animales los alimenté con calostro no
tratado, y observd una reduccion significativa en la absorcion de citoquinas enlos
terneros que recibieron calostro tratado térmicamente, lo que implica que el
tratamiento puede afectar el funcionamiento y la absorcion en el desarrollo del

neonato.

2.3. Suministro de calostro a terneras

Durante mucho tiempo se ha reconocido que, para asegurar una adecuada
transferencia de inmunidad pasiva en terneras, es necesaria la administracion de
una cantidad y calidad correcta de calostro bovino en las primeras horas de vida;
sin embargo, recientemente se ha sugerido que la contaminacién bacteriana juega

un papel importante (Gonzales, 2015).

De acuerdo con Romero.y Alvarez (2015) existen 3 factores de suma
importancia en el suministro del calostro al ternero, que son: calidad, cantidad y
tiempo de suministro, que influyen en la salud y la productividad. Estos autores
mencionan que el suministro de calostro debe ser en las primeras 6 horas de vida
del ternero, de forma ideal en las primeras 3, es importante ademas de esto
suministrar una cantidad de 10-12% del peso del animal al nacimiento para asegurar

un buen desempeiio productivo en el futuro del animal.

La morbilidad en unidades de produccidon se encuentra relacionada con la
deficiencia en el suministro del calostro al nacer, en consecuencia, la utilizacion de
medicamentos para mejora de los terneros eleva los costos de produccién, por lo
tanto, todas las medidas empleadas para mejorar el suministro y calidad del calostro
permitiran disminuir tasas de mortalidad y optimizar los resultados en crecimiento y

produccion (Romero y Alvarez, 2015).



En diversas unidades de produccioén lechera, los terneros recién nacidos son
alimentados a mano, una desventaja de este método de alimentacion es el riesgo
elevado de contaminacién bacteriana antes de la alimentacion y posterior al

tratamiento térmico (Tacoma et al., 2017).

A partir de los experimentos realizados por Romero y Alvarez (2015), se
determind que utilizar un proceso térmico no es igual a la esterilizacion, debido a
que, si se tiene un calostro con alta presencia de microorganismos y bacterias, el
tratamiento térmico puede no eliminarlas por completo. El problema radica en que
los terneros recién nacidos son sensibles a diarreas neonatalesen los primeros dias
después del nacimiento y la actividad del sistema inmunitario empieza a activarse a
partir del dia 14 después del nacimiento. Es importante considerar que las diarreas
y las enfermedades en un hato lechero pueden causar tasas de mortalidad entre 5

y 50%, provocando grandes pérdidas econdmicas (Romero y Alvarez, 2015).

El calostro puede ser refrigerado a 4°C por una semana sin que pierda su
calidad. Por su parte, el calostro en exceso se puede congelar y almacenar hasta
por un afio sin que pierda actividad o disminuya el contenido de IgG. El calostro
almacenado, cuando se va a suministrar a las terneras se puede descongelar en
agua tibia (45-50°C) con el cuidado de no sobrecalentarlo, ya que esto podria
degradar las IgGs y otras proteinas, dando como resultado un calostro de baja
calidad (Elizondo-Salazar, 2007).

2.4 Patégenos presentes en el calostro

Los factores inmunoldgicos presentes en el calostro son de gran importancia
para el desarrollo adecuado de los neonatos, sin embargo, por medio del calostro
no solo se transmiten moléculas benéficas, también es posible la transmision de
microorganismos patdégenos que opacan susbeneficios. Los patdégenos presentes en
el calostro pueden venir de la glandula mamaria o del medio ambiente por el manejo

inadecuado en los establos.
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Los puntos de control para obtener un calostro con una baja carga bacteriana
son: prevenir la contaminacién durante el ordefio, el almacenamiento y el proceso
de los alimentos; ademas de una serie de estrategias para prevenir la proliferacion
de bacterias en el calostro, como son: almacenado en refrigeracion, el
congelamiento y el uso de agentes preservantes como el sorbato de potasio en
calostro fresco. Un método adicional para reducir o eliminar los patdégenos
bacterianos y cuyo uso se esta incrementando, es el tratamiento térmico del

calostro fresco.

Salmonella spp., Escherichia coli, Mycobacterium avium  subsp.
paratuberculosis (MAP), Mycoplasma spp., el virus de la leucemia bovina
Campylobacter spp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus son soélo
algunos de los patdgenos que pueden aislarse del calostro. Algunos estudios han
determinado que altas concentraciones de bacterias en el calostro pueden estar
asociadas con la disminucién de la absorcion de IgG (Godden et al., 2006; Stewart
et al., 2005; Kryzer et al., 2015; Saalfeld et al., 2016).

2.4.1 Salmonella spp.

El género Salmonella pertenece a la familia de las Enterobacteriaceae. Esta
integrada por bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos no esporulados,
generalmente moviles por flagelos peritricos que utilizan citrato como unica fuente
de carbono, y poseen metabolismo de tipo oxidativo y fermentativo. Para su
crecimiento no requieren cloruro de sodio, pero pueden crecer en concentraciones

que van desde 0.4% al 4%. La mayoria de los serotipos de Salmonella crecen en
unrango de temperatura que va desde 5 °C a 47 °C, con una temperatura 6ptima

de 35°C-37°C, algunas cepas pueden llegar a crecer desde 2°C y hasta 54°C. El pH
de crecimiento oscila entre 4-9, con un 6ptimo de entre 6.5 y 7.5. Se desarrollan
bien a una actividad de agua (Aw) de 0.99 a 0.94, pueden llegar a sobrevivir en

alimentos secos con Aw <0.2. Su crecimiento se inhibe completamente a
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temperaturas inferiores a 7°C, pH <3.8 y una Aw <0.94. Se caracterizan por ser de
amplia distribucién, altamente patogenos y de dificil aislamiento, con mas de 2,500
serotipos identificados, donde Salmonella enterica serovar Typhimurium, Enteritidis
y Newport son los serotipos mas aislados en alimentos a nivel mundial (Gonzalez
Pedraza et al., 2013; Parra et al., 2002).

La infeccidn por Salmonella en los animales se desarrolla de la misma forma
que en el hombre, su transmisiébn es fecal-oral y ocasiona gastroenteritis y
septicemia mortal particularmente en animales jovenes. Las principales cepas que
generan salmonelosis clinica en bovinos son las serovariedades Dublin,
Typhimurium y Enteritidis. En terneros cuando se presenta la septicemia puede
observarse enteritis, poliartritis y neumonia, acompafiada de fiebre e inapetencia
(Rivera et al., 2012). Los métodos microbioldgicos tradicionales para la deteccion
de Salmonella no van encaminados al conteo de esta bacteria, se considera una
técnica cuyo resultado se expresa cualitativamente, determinando su presencia o

ausencia en diferentes matrices.

2.4.1.1 Determinacion microbiolégica de Salmonella

Los métodos microbioldgicos tradicionales para la deteccién de Salmonella,
no van encaminados al conteo de esta bacteria, se considera una técnica cuyo
resultado se expresa cualitativamente, determinando su presencia o ausencia en
diferentes matrices. La deteccion esta basada en el empleo de medios de cultivo
selectivos 'y posterior caracterizacion de las colonias mediante pruebas bioquimicas
y serolégicas: El aislamiento e identificacion de Salmonella en una muestra requiere

de tres etapas:

Etapa de pre-enriquecimiento: El objetivo de esta etapa es normalizar
metabodlicamente las células de Salmonella spp. que se encuentren en determinada
matriz para su perfecto desarrollo, y todos los microorganismos compiten por los

nutrientes. Se realiza a partir de medios de cultivo no selectivos como agua
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peptonada, caldo nutritivo, caldo lactosado o agua destilada estéril adicionada con

solucién de verde brillante al 0.1% en el caso de leche en polvo. Es necesaria una

incubacioén a 37°C durante 18 a 24 horas.

Etapa de enriquecimiento selectivo. Esta etapa estimula y favorece el
crecimiento de Salmonella spp., inhibiendo el crecimiento de la flora acompafante;
los medios de cultivo utilizados son: Caldo Tetrationato-Bilis-Verde Brillante segun
Mueller-Kauffmann, Caldo Rappaport-Vasiliadis (RPVS) y Selenito Cistina (SC).

Etapa de aislamiento en medios selectivos. Esta etapa permite la
diferenciacion de colonias de Salmonella de otras bacterias. Esta diferenciacion
radica en la composicion de los distintos medios que permiten el crecimiento de las
colonias con aspectos caracteristicos. Para aislar y diferenciar las colonias de
Salmonella, los medios de cultivo contienen sustancias inhibitorias tales como:
antibiéticos, sales biliares, desoxicolato, verde brillante y bismuto de sulfito; los
medios mas empleados son: agar Entérico Hektoen. (EH), agar Xilosa, Lisina,

Desoxicolato (XLD) y agar Bismuto sulfito (BS) (Gonzalez, 2013).

2.4.1.2 Diagnéstico molecular de Salmonella.

Entre las técnicas moleculares aplicables a la deteccién de patégenos como
Salmonella spp. en alimentos, encontramos: reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), reaccion. en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR),
pirosecuenciaciéon, amplificacion basada en la secuencia del acido nucleico

Hibridacion de ADN con sondas y microensayos.

2.4.2 Brucella abortus

La brucelosis bovina es causante de grandes pérdidas econémicas debido
principalmente a B. abortus, la cual tiene efectos negativos en el ultimo tercio de la
gestacion; esta implicada en la disminucion de la produccion de leche, induce al
desecho anticipado del hato, provoca el nacimiento de becerras débiles y el

nacimiento de becerras aparentemente normales, pero positivas a Brucella abortus.
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En México la brucelosis esta difundida en todos los estados del pais, exceptuando
a Sonora, estado que ha sido declarado libre (Carriosa et al., 2013; Mol et al., 2016;
Sanogo et al., 2017).

Las vacas infectadas después de un aborto o de un parto eliminan la bacteria,
la cual se transmite a otras vacas a través del contacto con placenta, descargas
vaginales, fetos y liquidos fetales, por lo que la vaca y sus residuos se convierten
en fuentes de infeccion.

Estudios experimentales han determinado la concentracion bacteriana de B.
abortus en cordones umbilicales en fetos de diferentes vacas positivas a la
enfermedad; la concentracion oscila entre 109 y 1013 UFC/g. Estos organismos
encontrados en los cordones umbilicales pueden sobrevivir y propagarse por medio
de los alimentos y el agua. En condiciones de humedad alta, temperaturas bajas y
de baja intensidad solar, la B. abortus puede permanecer viable durante meses en
el agua, fetos abortados, estiércol, heno, materiales de trabajo y la ropa, pudiendo
resistir la desecacion en polvo y suelo, especialmente en presencia de material
organico.

En los bovinos infectados de brucelosis no es frecuente que se presenten
signos después del aborto o parto, pero la mayoria de estos animales se convierten
en portadores potenciales y continuan eliminando Brucella en la leche, calostro y en

las descargas uterinas en partos posteriores (Carriosa et al., 2013).

2.4.3 Staphylococcus aureus

Dentro de los patdgenos contagiosos causantes de mastitis, Staphylococcus
aureus es el agente etiolégico mas prevalente, la infeccion por S. aureus comienza
con un episodio subclinico o clinico agudo, generalmente evoluciona hacia la
cronicidad y puede persistir a lo largo de la vida del animal (Wolter et al., 2002;
Pereyra et al., 2014).
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El género Staphylococcus esta formado por cocos Gram positivos, con un
diametro de 0.5 a 1.5 ym, agrupados como células unicas, en pares, tétradas,
cadenas cortas o formando racimos. Son bacterias no méviles, no esporuladas, no
poseen capsula, aunque existen algunas cepas que desarrollan una capsula de
limo, y son anaerobias facultativas. La mayoria de los estafilococos producen
catalasa (enzima capaz de desdoblar el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno
libre); caracteristica que se utiliza para diferenciar el género Staphylococcus de los

géneros Streptococcus y Enterococcus que son catalasa negativos.

2.4.3.1 Determinacion microbioldgica de Staphylococcus aureus

En los medios de cultivo tradicionales la_ mayoria de las especies crecen

después de incubarse durante 18-24 horas, formando colonias de 0.5-1.5 mm de
didmetro. Las colonias de S. aureus se observan lisas, elevadas, brillantes y de
bordes enteros, presentan consistencia cremosa y pigmentacion que va del amarillo
al dorado debido a la produccidén de carotenoides, la mayoria de las cepas producen
B-hemolisis o hemolisis total alrededor de las colonias cuando se cultivan en agar
sangre. S. aureus se diferencia de las demas especies por producir coagulasa, que
se manifiesta por su capacidad para coagular el plasma, es resistente al calor, a la
desecacion y puede crecer en medios con grandes cantidades de NaCl (7.5 %).
S. aureus crece bien en medios de cultivos no selectivos, como el agar sangre, agar
chocolate, cerebro corazon infusiéon agar (BHI) y medios liquidos para hemocultivo,
donde se recupera facilmente. Se debe usar un medio selectivo en muestras
clinicas donde hay bacterias Gram negativas junto con S. aureus.

Un medio parcialmente selectivo que utiliza la capacidad de los estafilococos
de reducir el telurito a telurio y detectar la lecitinasa a partir de la lecitina del huevo,
es el agar Baird-Parker el cual debido a sus caracteristicas se utiliza ampliamente
en numerosos procedimientos estandar para el analisis de alimentos, cosméticos o

agua con el fin de detectar la presencia de Staphylococcus aureus.
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El agar Baird-Parker contiene las fuentes de carbono y nitrogeno necesarias
para el crecimiento. La glicina, el cloruro de litio y el telurito potasico actuian como
agentes selectivos. La yema de huevo constituye el sustrato para determinar la
produccion de lecitinasa y, ademas la actividad de lipasa. Los estafilococos
producen colonias de color de gris oscuro a negro debido a la reduccion del telurito;
los estafilococos que producen lecitinasa descomponen la yema de huevo y crean
zonas transparentes alrededor de las colonias correspondientes. Es posible que se

forme una zona de precipitacion debido a la actividad de lipasa.

El medio recomendable es el agar sal manitol o medio de Chapman por su
elevado contenido de sal que inhibe el crecimiento de la mayoria de las bacterias
Gram negativas. Este medio permite realizar la identificacion presuntiva de S.
aureus por la pigmentacién amarilla caracteristica de S. aureus. Debido a que esta
bacteria fermenta el manitol se genera un cambio de color en el medio que vira de
rojo palido a amarillo. Los Staphylococcus coagulasa negativos no fermentan el
manitol y crecen en el medio formando colonias pequefias de color que varia de

blanco a rosado (Cervantes-Garcia ef al., 2014).

Mecanismo de identificacion. La identificacion de S. aureus se realiza con el
empleo de la tincidon de Gram, pruebas bioquimicas como: prueba de la catalasa,
fermentacion de glucosa y la prueba de la coagulasa, esta ultima sigue siendo la
mas utilizada y se basa en la capacidad de S. aureus para producir la enzima
extracelular que coagula el plasma. La deteccion de la coagulasa permite
diferenciar S. aureus coagulasa positivo de las demas especies de estafilococos
coagulasa negativos. Con la prueba de la DNAsa termoestable se identifica
facilmente en el medio que contiene DNA y verde de malaquita. Otras pruebas son
especificas de especie, como la fermentacion del manitol y la produccion de
fosfatasa alcalina. S. aureus también puede identificarse a través de técnicas
moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y PCR en tiempo

real, utilizando genes especificos de especie.
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2.4.4 Listeria monocytogenes

Es un patdgeno alimentario importante que causa Listeriosis en humanos y
animales. La presencia de Listeria spp. y L. monocytogenes en la leche bovina cruda
puede conducir a la fabricacion de productos contaminados debido a la falta o
pasteurizacion insuficiente. Aunque la bacteria se puede encontrar en la leche
cruda, se cree que las fuentes principales de listeria en alimentos son los pescados
ahumados o gravidos, los productos carnicos tratados térmicamente y los quesos
blandos y semiblandos, principalmente debido a su largo periodo de
almacenamiento (Gallego et al., 2015; Botaris et al., 2015;Braz et al., 2017).

La naturaleza psicotréfica de la bacteria le confiere la capacidad de
multiplicarse en condiciones de enfriamiento. Diversos estudios realizados han
demostrado que la leche cruda puede estar contaminada con Listeria spp. y L.
monocytogenes (Walland et al., 2015). La presencia de Listeria spp. en muestras
de leche de bovinos de paises fuera de Europa, oscila entre el 2.1% y el 39.6%,
mientras que L. monocytogenes varia desde 0 hasta 8.9%. Dentro de la Unién
Europea (UE), las frecuencias de ocurrencia de L. monocytogenes en leche cruda

de vacas varian de cero a 10.1% (Botaris et al., 2015).

2.4.5 Mycobacterium bovis

La tuberculosis bovina (TBb) es causada por el bacilo Mycobacterium bovis,
bacteria de crecimiento lento e intracelular obligado, de distribucion mundial y capaz
de infectar a diferentes especies animales y al hombre. Esta enfermedad causa
pérdidas econdmicas en la ganaderia y representa un riesgo para la salud publica;
la participacion de M. bovis en humanos en México ha sido estimada en 7%,
mientras que en sur de los Estados Unidos de Norteamérica (USA) llega al 40% de
todos los casos de tuberculosis (Milian et al., 2012; Nugent et al., 2017).

La resistencia a la infeccion por M. bovis en el ganado es compleja, a partir

de estudios genéticos cuantitativos se ha demostrado que la resistencia a la
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infeccion esta asociada a la variacion genética del huésped. La tuberculosis bovina
es una enfermedad cronica, con un desarrollo progresivo que tarda meses e incluso
afios en manifestarse, las lesiones aparecen en la interaccion de los macréfagos,
linfocitos T y la bacteria, donde se forman tubérculos en el foco infeccioso buscando
detener la diseminacion de M. bovis en el organismo, si la infeccion no-es
controlada, las lesiones sufren un proceso de necrosis, caseificacion y fibrosis.

Los nédulos se encuentran en organos ricos en tejido reticulo-endotelial,
principalmente en los pulmones, ganglios linfaticos asociados, en el bazo, y el
higado. La transmisiéon de M. bovis depende de varios factores, como la fase de
excrecion, la ruta infecciosa, la dosis de infeccion, el tiempo de transmision, y la
resistencia del huésped. Se trasmite sin depender de la edad, el sexo y por ser de
evolucion lenta y progresiva, la presencia de signos clinicos se observa mas en
animales viejos, convirtiéndose en portadores asintomaticos y fuente de infeccion.
Las micobacterias son expulsadas del organismo por secreciones respiratorias,
calostro, leche, heces, orina y, en ocasiones por el semen.

En el bovino, la eliminacién del bacilo por la via respiratoria y la inhalacién de
particulas infectadas contenidas en la tos es la principal ruta de transmision de la
tuberculosis; considerando como factor de riesgo al hacinamiento de animales, el
manejo en la sala de ordefo y alimentacion. La via oral es la segunda ruta de
contagio de M. bovis; se da por el consumo de forraje, pienso y agua contaminada
con orines, heces o cualquier exudado que contenga bacilos tuberculosos. La
resistencia del microorganismo en el medio ambiente esta limitada por factores
climaticos, puede sobrevivir por hasta 6 meses en ambientes Optimos.
Investigaciones recientes revelan la presencia de M. bovis en la leche y el calostro
bovino, apareciendo como nuevo vehiculo transmisor principalmente en los
terneros, la infeccion de la glandula mamaria no es visible tempranamente, y las

bacterias pueden alterar la apariencia de la leche.
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2.4.6 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP)

La paratuberculosis (PTBC) o enfermedad de Johne es una enfermedad
infecciosa producida por Mycobacterium avium subsp paratuberculosis (Eltholth et
al., 2009). La enfermedad se caracteriza por una enteritis cronica, con sintomas
como diarrea intermitente, desmejoramiento progresivo y, finalmente, la muerte del
animal. La enfermedad produce pérdidas econdmicas significativas a los
productores y a la industria lactea. Esta pérdida se debe a costos directos e
indirectos que produce la enfermedad, tales como mortandad de animales
enfermos, disminucion de la produccion lactea, disminucion de los indices de
prefiez, mala conversion alimenticia, pérdida del valor genético y gastos asociados
al reemplazo prematuro y venta de animales a planta de matanza en mal estado
corporal.

Las vacas infectadas con Map excretan la bacteria en el calostro y en la
leche, esto constituye un riesgo para la trasmision de la enfermedad a los terneros.
La trasmision de MAP desde las madres infectadas se produce con una cantidad
minima de microorganismos, suficiente para infectar a los terneros que
desarrollaran posteriormente la enfermedad. Aunque la excrecion de Map desde la
glandula mamaria de vacas infectadas es intermitente, resulta en un potencial riesgo
de contagio cuando los terneros son alimentados diariamente con leche infectada

proveniente de varias vacas paratuberculosas (Paolicchi et al., 2007).
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II1. HIPOTESIS

4.1 Hipobtesis

El tratamiento térmico es capaz de eliminar patdbgenos del calostro materno

potencialmente peligrosos para el becerro recién nacido en los hatos lecheros.

IV. OBJETIVOS

4.2 Objetivo General:

Determinar la eficacia de los pasteurizadores de establo sobre la disminuciéon

de la carga bacteriana del calostro bovino.

4.2.1 Objetivos especificos:

Evaluar la calidad microbiolégica en muestras de calostro bovino antes y
después del tratamiento térmico, mediante el recuento de microorganismos

indicadores y presencia 0 ausencia de microorganismos patdégenos.

Determinar el tiempo de reduccion decimal de Salmonella entérica y

Staphylocccus aureus en calostro bovino.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Muestreo

De 22 unidades de produccion lechera se obtuvieron, directamente de los
tanques, tres muestras de 50 ml pre-tratamiento y tres muestras de 50 ml pos-
tratamiento de calostro en tres dias diferentes. Las muestras fueron colocadas en
tubos falcdn de 50 ml y guardadas en una hielera con anticongelantes para su
transporte al Laboratorio de Microbiologia en la Facultad de Ciencias Naturales de

la Universidad Autébnoma de Querétaro, donde fueron guardadas en un congelador

a -20 °C hasta su analisis. Cada muestra fue identificada con un codigo para cada
una de las unidades de produccién. También se capturd la marca y las
caracteristicas del aparato de tratamiento térmico, tiempo del tratamiento vy
temperatura usada.

Los microorganismos buscados. en las muestras de calostro fueron:
Salmonella  enterica, Listeria ~monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Mycobacterium avium subsp paratuberculosis, Mycobacterium bovis y Brucella
abortus. Asi como el recuento de microorganismos indicadores (coliformes totales,

Escherichia coli).

5.2 Determinaciéon microbiologica

5.2.1 Determinacion microbiolégica empleando placas de detecciéon
rapida Compact Dry.
5.2.1.1 Determinacién de Coliformes totales y Escherichia coli.

La deteccién microbiolégica de Coliformes totales, se llevé a cabo por medio
del cultivo en placas Compact Dry EC. Las tres muestras por unidad de produccion
fueron mezcladas en pool (POOL-A: antes del tratamiento térmico; POOL-B:
después del tratamiento térmico), de este pool se tom6 1 ml de muestra y se colocd
en la placa Compact Dry EC para su cultivo a 37 -C por 24 horas. Después del

tiempo de incubacién la determinacién de la presencia de coliformes totales fue
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dada por el conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC) de color rojo o
rosa y la presencia de E. coli fue dada por el conteo de las UFC de color azul o

verde azulado.

5.2.1.2 Determinacion de la presencia de Salmonella spp.

La deteccion microbioldégica de Salmonella spp., se llevd a cabo por medio
del cultivo en placas Compact Dry SL (HyServe), las tres muestras antes del
tratamiento térmico se mezclaron en pool, de este pool se tomaron 100 pyL de
muestra para ser mezclados con 900 pyL de buffer de agua peptonada como
tratamiento de pre-enriquecimiento por 18h a 37 -C, el mismo procedimiento se llevd

a cabo para las muestras después del tratamiento térmico.

Posteriormente se tomaron 100 uL del cultivo pre-enriquecido y se llevd a
una placa Compact Dry SL donde se anadié 1 ml de agua destilada estéril para la

dispersidn correcta de la muestra (en esta etapa se emplearon duplicados en caja).

El tiempo de incubacion fue de 24h a 41.°C. Compact Dry SL contiene un sustrato
cromogénico y Novobiocin, con lo que la deteccion de Salmonella se basa en la
alcalinizacion del medio por la capacidad de descarboxilaciéon de lisina de
Salmonella. El color del medio cambia de azul-purpura a amarillo y la coloracion de
las colonias puede tornarse negra debido al sulfuro de hidrégeno producido por

Salmonella.

5.2.1.3 Determinacién de Staphylococcus y Listeria spp.

La deteccién microbiolégica de Staphylococcus spp., se llevé a cabo por
medio del cultivo en placas Compact Dry X-SA. Las tres muestras por unidad de
produccion fueron mezcladas en pool (POOL-A: antes del tratamiento térmico;
POOL-B: después del tratamiento térmico), de este pool se tomo6 1 ml de muestra y
se colocd en la placa Compact Dry X-SA para su cultivo a 37 -C por 24 horas.

Después del tiempo de incubacion la determinacion de la presencia de
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Staphylococcus spp., fue dada por el conteo de las unidades formadoras de colonias
(UFC) de color azul.

Para la determinacidén de la presencia de Listeria spp., se llevd a cabo la
metodologia descrita para Staphylococcus spp. empleando las placas Compact Dry
LS.

5.2.2 Determinacion microbiolégica por método tradicional.

5.2.2.1 Cuantificaciéon de Coliformes totales.

Las tres muestras antes del tratamiento térmico fueron-mezcladas en pool,
de este pool se tomaron dos alicuotas de 15 ml, cada alicuota fue diluida en 135 ml
de caldo lactosado (primera dilucion), para la segunda dilucion se tom6 1 ml de la
primera dilucion y se llevo a un tubo de ensaye con 9 ml de diluyente de peptona.
Este procedimiento se llevd a cabo para las dos alicuotas. Tanto el procedimiento
de la formacién de pools, asi como la formacion de las diluciones, se repitieron para
las muestras post-tratamiento térmico.

De cada dilucién se tom6 1. ml y se llevo cabo la técnica de vaciado en placa
en medio Agar de Bilis y Rojo Violeta (ABRV) incubando a 37 °C durante 24 horas

para posteriormente realizar el conteo en placa.

5.2.2.2 Cuantificacion de Escherichia coli por la técnica del nimero mas
probable (NMP)

De las diluciones realizadas para el recuento de coliformes totales se
colocaron de manera independiente 1 mL a cada uno de tres tubos de caldo
lactosado con campana de Durham, de la primera, segunda y tercera dilucion. Se
incubaron a 35°C por 24-48 horas, los tubos que presentaban turbidez y gas se
consideraban presuntos positivos.

Los presuntos positivos se confirmaron en medio EC-MUG con campana de
Durham y agua peptonada (1%), ambos medios se llevaron a incubacion durante

24 horas a 44.5 °C. Después de la incubacion, la confirmacién de la positividad se
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determind por la presencia de gas en las campanas de Durham, fluorescencia de
bajo luz ultravioleta (en el medio EC-MUG) y producciéon de Indol (en el agua
peptonada 1%) a partir del triptofano mediante la reaccion positiva ante el reactivo
de Kovac. Todo el procedimiento se repitid6 para las muestras pos tratamiento

térmico.

5.2.2.3 Determinacion de presencia de Salmonella spp.

Las tres muestras por unidad de produccion fueron mezcladas en pool, de
este pool se toméd una alicuota de 25 ml, donde el primer paso para la determinacion
de Salmonella spp. fue el pre-enriquecimiento no selectivo de la alicuota,
empleando caldo lactosado, con un tiempo de incubacion de 18 a 24 h; seguido de
un enriquecimiento selectivo con los medios Rappaport Vasilliadis (RPVS) y el caldo
tetrationado (CTT), en simultaneo, con una temperatura de 43°C durante 24 horas.
Posterior al pre-enriquecimiento se llevd a cabo el aislamiento selectivo en los
medios XLD, ASV y AVB, también en simultaneo, durante 24 horas a 35 °C.

Finalmente, para la identificacion de Salmonella, a las colonias sospechosas
(morfologia colonial) se realizaron las pruebas bioquimicas de fermentacion de
lactosa y glucosa con produccion de acido sulfhidrico (Agar Hierro-Triple azucar,
por sus siglas en ingles TSI) y descarboxilacion de la lisina con produccion de acido
sulfhidrico Agar de Hierro-Lisina (por sus siglas en ingles LIA). Las colonias
positivas a Salmonella se confirmaron con el antisuero polivalente especifico para
Salmonella A-1&Vi esta metodologia descrita esta basada en la Norma Oficial
Mexicana NOM-114-SSA1-1994. Bienes y servicios. Método para la determinacion

de Salmonella en alimentos.

5.2.2.4 Determinacion de Brucella abortus.
Para llevar a cabo el aislamiento e identificacion de este microorganismo se

cultivaron las muestras en el medio de cultivo de Farrell.
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5.2.2.5 Determinacién de Staphylococcus aureus

A partir de los pools formados previamente se tomé una alicuota de 1 ml,
para realizar una dilucién 1:10 en diluyente de peptona (DP), se llevé a cabo el
recuento por la técnica de extension en superficie en medio Agar Baird Parker
(ABP) a 35°C por 24-48 horas. A partir de este cultivo colonias sospechosas fueron
transferidas al caldo infusion cerebro-corazén (BHI) durante 24 horas a 35°C.
Finalmente, para la determinacion especifica de Staphylococcus aureus se llevaron
a cabo las pruebas de coagulacibn de plasma sanguineo y la prueba de
termonucleasa empleando agar azul de toluidina.
5.2.2.6 Determinacion de la presencia de Listeria monocytogenes.

Para determinar la presencia de Listeria monocytogenes, las 3 muestras
pretratamiento y pos tratamiento fueron mezcladas en pool por separado. De cada
uno del pool se tomaron 2 alicuotas de 15 ml para ser diluidos en 135 ml de caldo
LEB como pre-enriquecimiento selectivo, incubando a 35°C por 48 horas.
Posterior al tiempo de incubacion las muestras fueron estriadas en agar MOX (Agar
Oxforfd Modificado), donde las colonias con morfologia caracteristica del genero
Listeria fueron inoculadas en agar SIM (Sulfuro-Indol-Movilidad) e incubados a
temperatura ambiente por 24 horas. En este medio de cultivo se observd la
movilidad de la colonia producida por los flagelos caracteristicos del genero Listeria.
Colonias positivas a movilidad tipica se confirmaron con antisueros O 4b para

Listeria.

5.2.2.7 Determinacién de presencia de Mycobacterium bovis.

Para determinar la presencia de Micobacterium bovis se realizaron cultivos
en medio Stonebrink empleando la técnica de Petroff modificada (Kahla et al.,
2011), donde las tres muestras por unidad de produccion antes del tratamiento
térmico fueron mezcladas para formar 2 pools (POOLA1 y POOLA2). Las tres
muestras por unidad de produccién después del tratamiento térmico fueron también
mezcladas para formar 2 pools (POOLB1 y POOLB2).
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Para las pruebas se tomaron 10 ml del calostro, posteriormente se afadieron
20 mL de HCL 10% junto con 2 gotas de indicador rojo de fenol al 1%, y se dejaron
reposar durante 20 minutos (Anexo 9.1). Después del tiempo de incubacion se
afadid hidréxido de sodio 2N hasta observar que el indicador cambiara a un color
lila morado. Se centrifug6 a 3000 rpm durante 20 minutos, el pellet se re-suspendi6
en agua destilada estéril. A partir de la solucion obtenida se tomaron dos gotas para

su cultivo, y se incub6 a 37-C durante 3 meses.

5.2.2.8 Determinacion de Mycobacterium avium, subespecie paratuberculosis
(MAP).

Para realizar el analisis de la presencia de MAP por cultivo se tomd 1ml del
pool de muestra de calostro, se homogenizo en 10 ml de HPC con un mezclador
TenBroek. El homogenizado fue descontaminado por 4h en 0.75% de HPC, y luego
se centrifugd a 900G por 30 minutos.

El pellet formado se re-resuspendié en 1 ml de caldo Middlebrook 7H9 (Difco
Laboratories, Detroit, Mich.), y 5 gotas fueron inoculadas en medio Herrold's egg
yolk (HEYM) con Micobactina e incubado a 37°C por 16 semanas. Los tubos de
cultivo fueron revisados cada dos semanas para detectar crecimiento
Micobacteriano. Las colonias de bacterias acido no resistentes fueron sub-
cultivadas para probar dependencia a la Micobactina. Bacterias de crecimiento
lento dependientes de Micobactina con morfologia apropiada de la colonia y tincién
acida rapida fueron identificadas como M. paratuberculosis. El nimero de colonias
por tubo de cultivo fueron registradas por cada cultivo positivo. Los conteos de
colonias por cada cuatro tubos de cultivo corresponden a aproximadamente 40 a
80 CFU por mL de calostro.
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5.3 Determinacién del tiempo de reducciéon decimal (valor D) de
Salmonella entérica y Staphylococcus aureus en calostro bovino.

La determinacion del valor D de Salmonella en calostro bovino se llevo a cabo
de la siguiente manera. Se tomd6 una muestra de calostro de primera ordefia no
tratado térmicamente y se formaron alicuotas de 5 ml en tubos conicos a cada tubo
se les adicionaron 100 pul de un pool de Salmonella entérica resistente a 100 ppm
de Rifampicina (Salmonella Thypimurium, Salmonella Thompson y Salmonella
Montevideo) con una concentracion de 10s células/ml. Las muestras de calostro
inoculadas se sometieron a un tratamiento térmico de 60°C durante 60 minutos, se
tomaron 3 muestras al azar en los tiempos 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos,
para ser cultivadas por triplicado en cajas Petri en el Agar Soya Tripticasa,
suplementado con 100 ppm de Rifampicina, € incubado a 35 °C durante 24 horas.
Al término del tiempo de incubacion ‘se realizé el recuento de las células
sobrevivientes para contruir la curva de muerte térmica y determinar el valor D de
Salmonella en el calostro bovino.

Se llevd a cabo siguiendo la misma metodologia la determinacion del valor D

en una cepa de Staphylococcus aureus resistente a Rifampicina.
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VI RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Resultados de la determinacién de la presencia de
microorganismos empleando placas Compact Dry.

A partir de los cultivos de las muestras de calostro en las placas Compact Dry
se determino la presencia o ausencia de las familias a las cuales pertenecen los
microorganismos de interés, esto debido a que para corroborar familia-y especie
deben llevarse a cabo pruebas bioquimicas que confirmen la presencia o ausencia
de familia y especie especifica. Todos los resultados obtenidos empleando Compact
Dry son presuntivos, motivo por el cual se desarrollo la metodologia empleando

métodos tradicionales que incluyen pruebas bioquimicas confirmatorias.

6.1.1 Microorganismos indicadores (Coliformes y E. coli)

La cuantificacion de microorganismos indicadores se realizd en las 22
unidades de produccion. Desafortunadamente no se consideraron diluciones
apropiadas por lo que no se tuvo un recuento confiable de UFC. Las placas
presentaban un desarrollo excesivo (demasiado numerosas para contar e
identificar) por lo que solo se considerd de manera cualitativa la presencia de E. coli
relacionandola con una posible contaminacion fecal en 19 de 22 unidades de
produccion antes del tratamiento térmico, y en 11 de ellas aun después del
tratamiento térmico. E. coli, asi como los Coliformes totales, no son termoduricos,
de tal manera que su presencia después de un tratamiento térmico indica una
deficiencia en el funcionamiento y operacion del equipo, 0 un mal manejo higiénico
del producto post- proceso. De las 11 unidades con aparente desarrollo de E. coli
después del tratamiento térmico, dos no lo presentaban antes del tratamiento,
situacion que refuerza la teoria de una posible contaminacion post-proceso. En la
figura 1 se muestra la morfologia caracteristica de colonias de E. coli en las placas
compact Dry EC donde las colonias deben presentar una coloracién azul o azul-

purpura.
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Figura 2. Morfologia caracteristica de Coliformes totales en placas Compact Dry EC

La misma situacion se observd en la determinacion de Coliformes totales,
indicadores de malas practicas higiénicas En los analisis de las muestras de 20
unidades de produccidén se encontré6 la morfologia caracteristica de estos
microorganismos antes del tratamiento, y después del tratamiento térmico el
numero de presuntos positivos disminuye en un 20%. De las 16 unidades de
produccién positivas después del tratamiento térmico, una fue negativa antes del
tratamiento y positiva después de este, con lo que se reitera la contaminacion
ambiental pos tratamiento. En la figura 2 se muestra la morfologia tipica de las

colonias de Coliformes totales en algunas de las muestras analizadas, las colonias
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tipicas de Coliformes totales en este tipo de placas deben presentar una coloracion

roja o rosa.

6.1.2 Determinacién de la presencia de microorganismos patégenos

(Salmonella spp., Staphylococcus spp.y Listeria spp.)

Todas las unidades de produccién fueron negativas a Salmonella spp. En el
caso de Staphylococcus spp., se observo que las muestras de 11 unidades de
produccion fueron positivas antes del tratamiento térmico y 4 positivas después de
este tratamiento.

En la figura 3 se muestra la morfologia de las colonias positivas a
Staphylococcus spp. en las placas compact Dry X-SA, donde las colonias deben
observarse en color azul. Sin embargo, el desarrollo excesivo no permite tener una
identificacion adecuada del microorganismo, y no se realiz6 una identificacion

bioquimica, por lo que estos resultados deben tomarse con reservas.

Figura 2. Morfologia caracteristica de Staphylococcus spp. en placas Compact Dry X-SA.
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Por parte de Listeria spp., las muestras de 20 unidades de produccién fueron
positivas antes del tratamiento térmico y 19 positivas postratamiento. En la figura 4
se observan muestras positivas al genero Listeria en las placas Compact Dry LS.
De igual manera, los resultados deben considerarse presuntos positivos porque no
se llevd a cabo la identificacion del microorganismo. Cabe destacar que los
microorganismos que mostraron menor disminucion después del tratamiento
térmico empleando como método de determinacion las placas Compact Dry, fueron
los asociados al género Listeria.

Los cultivos empleando placas Compact Dry descritas en este trabajo no
permitieron un conteo de unidades formadoras de colonias debido a que la dilucidn
analizada no permitié tener un numero de colonias entre 25 y 250, es decir, era
demasiado numeroso para contar; sin embargo, y debido a la caracteristica de
cambios de color en las placas, fue posible determinar la presencia de bacterias por

la intensidad del color, lo que implica actividad bioquimica.

Figura 3. Morfologia caracteristica de Listeria spp. en placas Compact Dry LS.
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En el cuadro 2 se puede observar los resultados de los cultivos en placas
Compact Dry mostrando la intensidad de apariciéon. La actividad bioquimica no fue
la misma en todas las muestras analizadas, es notoria la diferencia morfoldgica
entre las muestras analizadas, ademas de que la intensidad de coloracion producto
de la actividad bioquimica es distinta en cada una de las muestras, por lo.que se
recurrio a hacer una estimaciéon de la positividad clasificando por intensidad de

desarrollo en cada uno de los tipos de cultivo.

Cuadro 2. Resultado del analisis de muestras de calostro pre y post tratamiento térmico utilizando
placas Compact Dry. Muestras positivas a Coliformes Totales, E.coli, Salmonella spp.,
Staphylococcus spp. y Listeria spp.

ANALISIS MICROBIOLOGICO
Microoraanismo POSITIVOS POSITIVOS
g ANTES DESPUES
Coliformes totales 20 (7%,7%*,6*") 16 (3%, 8**, 5***)
E. Coli 19 (5%,4™%,10**%) 8 (3%, 2**, 3**%)
Salmonella spp. 0 0
Staphylococcus spp. 11 (6%,2**,3*%) 4 (3%, 1*%)
Listeria spp. 21 (5%,9%*,7***) 19 (10%, 5**, 4***)
*Pocas colonias, ** mayor nimero de colonias, ***incontable nimero de
colonias

En el cuadro 3 se observa la proporcion de unidades de produccion que
mostraron la morfologia caracteristica de los microorganismos indicadores y
patégenos buscados considerando Uunicamente presunta positividad o negatividad

en las muestras analizadas.
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Cuadro 3. Proporcién de unidades de produccion con posible presencia de microorganismos
indicadores y patogenos antes y después del tratamiento térmico.

Analisis microbiolégico
Positivos a. Antes Después Disminucion del
(%) (%) tratamiento (%)
Coliformes totales 90.9 72.7 20
Escherichia coli 86.4 36.4 57.9
Salmonella spp. 0 0 0
Staphylococcus spp. 50 18.2 64
Listeria spp. 90.9 86.4 5

6.2 Resultados de los cultivos microbiolégicos empleando
métodos tradicionales.

6.2.1 Microorganismos indicadores.

De 18 unidades de produccion, los calostros de 14 fueron positivas al conteo
de Coliformes totales en el pre tratamiento y 9 positivas también en el pos
tratamiento, todas con niveles superiores a lo especificado en la Norma Oficial
Mexicana NOM-243-SSA1-2010, “productos y servicios. Leche formula lactea,
producto lacteo combinado y derivados lacteos” (Figura 5). La comparacion fue
hecha entre los resultados obtenidos para el calostro después del tratamiento
térmico y los valores permitidos en la norma para producto procesado en planta.
Dentro de las especificaciones de esta norma se establece un maximo de 10 UFC
por mL para el producto procesado en planta, por lo que todas las unidades de
produccion, con valores superiores al antes mencionado después del tratamiento
térmico, no cumplen con lo establecido en esta norma, lo que revelan malas praticas
higiénicas pudiendo ocasionar problemas de salud en los neonatos.

Se desarrollé toda la metodologia descrita para la determinaciéon de E.coli
mediante la técnica del numero mas probable, resultando negativas todas la

muestras analizadas. A partir de estos resultados podriamos considerar que los
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positivos detectados en las placas compact Dry son negativos, esta conclusion
deriva de la sensibilidad y especificidad de la técnica del NMP frente a la sensibilidad
y especificidad de las placas Compact Dry, una explicacién a confirmar seria que
algunos componentes del calostro pudieran dar la reaccidbn cromogénica en el

medio de cultivo de las placas Compact Dry.

Cuantificacion de Coliformes totales

Log UFC/mL
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Figura 4. Recuento de Coliformes totales (UFC/mL- Log10) antes y después del
tratamiento térmico, en 18 unidades de produccion que emplean equipos
DairyTech.

Las unidades de produccion fueron analizadas en cuanto a su positividad
antes y después del tratamiento térmico, en el cuadro 4 se observa el analisis por
unidad de produccion donde 8 unidades resultaron positivas antes del tratamiento
térmico y después de este, lo que puede significar que en estas unida de el
tratamiento térmico del calostro no tiene ningun efecto sobre la cantidad y presencia
de Coliformes totales o que se esta propiciando la contaminacién post-proceso En
6 de las 18 unidades de produccion analizadas el tratamiento térmico cumple con la
funcién de disminuir la carga bacteriana, una unidad de produccion resulto negativa
antes del tratamiento térmico y positiva después, este efecto puede asociarse a

malas practicas de manejo en la unidad de produccion después del tratamiento. Y,
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finalmente, tres unidades de produccién resultaron negativas antes y después del
tratamiento térmico.

Cuadro 4. Muestras de calostro positivas y negativas al cultivo en agar de bilis y rojo

violeta.
Tratamiento térmico Microorganismo
Coliformes totales en agar

bilis-rojo violeta

Antes Después (n=18)
Unidad de o
produccién ’
+ + 8 44
+ - 6 33
- + 1 5
- - 3 16

Los resultados obtenidos para el recuento de Coliformes totales en agar de
Bilis y Rojo Violeta en las 18 unidades se comparan con los obtenidos por Godden
en 2012 (Figura 6). Se puede observar que en los experimentos realizados por este
autor los valores de la media de los Coliformes totales antes del tratamiento térmico
son de 4.7 (Logto, UFC/mL) y de 2.1 (Log1o, UFC/mL)y después del tratamiento
térmico.

Para el presente trabajo los valores promedio obtenidos fueron 2.96 (Logo,
UFC/mL) antes del tratamiento y 2.12 (Log1o, UFC/mL) después del tratamiento
térmico en las unidades de produccién analizadas. La disminucion de la carga
bacteriana en los trabajos de Godden es de 2.6 (Log1, UFC/mL) mientras que la
disminucién promedio en los analisis de este trabajo es de 0.84 (Log1o, UFC/mL).
Ambos trabajos refieren un valor promedio después del tratamiento térmico de 2.1
(Log1o, UFC/mL) sin embargo difieren del numero inicial de microorganismos.

Con respecto a las condiciones de salud, Godden en 2012 demuestra
experimentalmente las ventajas y desventajas de realizar o no un tratamiento
térmico, como se muestra en la figura 7, el tratamiento tiene efecto sobre la
disminucién de de algunas enfermedades, y sobre la presencia de diarreas, sin

embargo, no tiene efecto sobre las enfermedades respiratorias ni la morbilidad.
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Figura 5.Resultados obtenidos por Godden en 2012 en el analisis de calostro fresco y
calostro tratado térmicamente.

Variahle Fresh Heat-treated
Calves (no.) 518 533
Calving ease score (1-5) 1.4 (0.74, 1 to 5) 1.4 (0.74, 1 to 4)
Age at first feeding (min) 47.5 (42.8, 0 to 520) 50.0 (36.9, 0 to 195)
Age at blood sample collection (d) 40(22,1t0 9) 4.0(22,1to 8)
In colostrum fed:

IgG (mg/mL) 63.9 (20.4, 16.3 to 139.9) 61.1 [1'.}2 12.1 to 139.5)
Total plate count (log,, cfu/mL) 5.6 (0.9, 2.6 to 9.1) 3.5(L1, I'to8.4)
Total coliform count (log,,, cfu/mL) 4.7 (1.3, 0 to 6.8) 2.1 [1 , 0 to 7.0)
Total plate count® {efu/mL) 515,000 (390 to 1.2 = 10%) 2,100 (10 to 2.4 = 10%)
Total coliform count® {cfu/mL) 51,500 (0 to 6.7 x 10%) 90 (0 to 9.5 = 10%)

'Mean (SD, range).
*Median (range).

Figura 6. Resultados obtenidos por Godden en 2012 donde se demuestra el efecto del tratamiento térmico del
calostro sobre el riesgo de morbilidad y mortalidad en terneros.

Treatment Affected, % Hazard

Outcome parameter Troup (no.) Estimate (SE) TatiOpmes Povalue

Treatment for any disease FR (n = 518) 36.5 (189) 0.22 (0.073) 1.25 (1.08, 1.44) 0.0022
HT (n = 553) 309 (171) Referent

Treatment for scours FR (n = 518) 20.7 (107) 0.27 (0.076) 1.32 (1.14, 1.53) 0.0003
HT (n = 553) 16.5 tﬁl} Referent

Treatment for respiratory disease FR (n = 518) 114 (59) —0.00062 (0.012) 0.99 (0.98, 1.02) 0.96
HT (n = 553) 0.4 (52) Referent

Death FR (n = 518) 1.7 (0) 0.1% (0.20) 1.16 (0.78, 1.72) 0.46
HT (n = 553) 2.4 (13) Referent

'Herd controlled for as random effect in all models.

6.2.2 Microorganismos patégenos.

6.2.2.1 Salmonella spp.

Siguiendo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-114-SSA1-
1994, “Bienes y servicios. Método para la determinacién de Salmonella en
alimentos”, de las 18 muestras de calostro analizadas, ninguna fue positiva a este

patégeno.

6.2.2.2 Brucella abortus.

Con base a la metodologia descrita para la determinacion de la presencia de
Brucella abortus, se determiné la ausencia de este microorganismo en todas las

unidades de produccién analizadas (Anexo 9.7).
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6.2.2.3 Staphylococcus aureus.

De 18 unidades de produccién, los calostros de 17 mostraron abundante
desarrollo en placas de Agar Baird Parker, antes y después del tratamiento térmico
(Figura 9); sin embargo, ninguna colonia fue positiva a Staphylococcus aureus,
confirmando con los procedimientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-115-SSA1-

1994. “Bienes y servicios. Método para la determinacion de Staphylococcus
aureus en alimentos”.

Cuantificacion de UFC en agar BairdParker
7

6
5
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2
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0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

UNIDAD DE PRODUCCION

Log UFC/mL

®m Antes ® Después

Figura 7. Recuento de UFC en agar Baird Parker a partir de calostros de unidades
de produccidén que emplean equipos DairyTech.

6.2.2.4 Listeria monocytogenes.

Después de desarrollar la metodologia descrita para la determinacion de la

presencia de este microorganismo, se determind su ausencia en todas las unidades
de produccién analizadas.
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6.2.2.5 Mycobacterium bovis.

A partir de los cultivos de calostro empleando la metodologia descrita
anteriormente y en anexo 9.1, se observd contaminacion bacteriana en todos los
cultivos de calostro a las 24 horas. Los controles positivos no mostraron
contaminacién en los medios de cultivo. Se modifico la metodologia como se
muestra en el anexo 9.2 para reducir los niveles de contaminacion en los cultivos.
Empleando la nueva metodologia, la contaminacién se observé de 24 a 48h
después de iniciados los cultivos. Finalmente, se determind que el cultivo de M.
bovis a partir de calostro debe ser mejorado considerablemente para poder obtener

los resultados requeridos.

6.2.2.6 Mycobacterium avium subesp. Paratuberculosis.

Los andlisis realizados para la determinacién de la presencia de MAP
mostraron 6 unidades de produccidn positivas en muestras pretratamiento térmico
y 3 unidades positivas del postratamiento (Anexo 9.6); las 3 unidades positivas pos
tratamiento no fueron de las unidades positivas del pretratamiento, lo que evidencia

contaminacién postratamiento.

6.3 Determinacién del valor D de Salmonella entericay
Staphylococcus aureus en calostro bovino.

Para corroborar la eficacia de los parametros empleados en el tratamiento
térmico se llevd a cabo la determinacion del valor D de Salmonella enterica y
Staphylococcus aureus en calostro bovino. El valor D obtenido para Salmonella
entérica fue: Dso= 5.22 lo que significa que el 90% de la Salmonella presente en las
muestras es eliminada en 5.22 minutos a 60°C. en la figura 10 se observa que la
cantidad inicial de microorganismos corresponde a 8 Log UFC/mL, entre el minuto
10-20 se ha disminuido en mas de 3 Log UFC/mL la cantidad de microorganismos.
Finalmente, entre el minuto 30 y el 40, ya no se observd crecimiento del

microorganismo.
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El valor D obtenido para Staphylococcus aureus en calostro bovino fue de
10.73. En la figura 11 se observa que la cantidad inicial de microorganismos para
este experimento es de 8 Log UFC/mL, entre el minuto 10 y 20 la cantidad inicial ha
disminuido en aproximadamente 3 Log UFC/ mL la cantidad de microorganismos
inicial, con lo que se concluye que es posible decir que el tratamiento térmico
durante 60 minutos a 60 °C es adecuado para la disminucién de la carga bacteriana;

sin embargo, existen multiples factores que influyen en la inocuidad del calostro.

Determinacion del valor D de Salmonella spyen/calostro
bovino

Log UFC/mL
N

0 10 20 30 40 50 el 60 70

TIEMPO (Minutos)

Figura 9. Valor D de Salmonella sp. en muestras de calostro sometido a tratamiento
térmico (nivel laboratorio) a 60°C durante 60 minutos empleando un Pool de
Salmonella resistente a rifampicina.
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Determinacion del valor D de Staphylococcus aureus en
Calostro bovino

Dgo=10.73

Log UFC/mL

0 10 20 30 40 50 60 70
TIEMPO (Minutos)

Figura 10. Valores D de Staphylococcus aureus en muestras de calostro sometido
a tratamiento térmico (nivel laboratorio) a 60°C durante 60 minutos empleando una
cepa resistente a rifampicina.
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VII CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos del cultivo bacteriolégico del calostro y
los resultados obtenidos del valor D de Salmonella sp. y Staphylococcus aureus se
concluye que las condiciones definidas para la operacién del equipo DairyTech
(60°C, 60 minutos) son adecuados para la eliminacién de agentes patégenos en el
calostro; sin embargo, es recomendable hacer un analisis individual de las
condiciones de manejo del equipo y manejo del calostro, antes y después del
tratamiento en cada unidad de produccién con la finalidad de verificar que éste se
lleve a cabo de acuerdo a las especificaciones o recomendaciones del proveedor
(Anexo 9.4y 9.5).

Los recuentos de UFC obtenidos en muestras de calostro después del
tratamiento térmico podrian atribuirse a malas practicas higiénicas que propician
contaminacién post-proceso. Este hecho es facil de demostrar teniendo un control
de las temperaturas de proceso.

En algunas unidades de produccion se demuestra el manejo del calostro
después del tratamiento térmico, dada la presencia de Coliformes totales, que
teéricamente son eliminados con tratamientos por encima de los 45°C; sin embargo,
a pesar de que los “pasteurizadores” en los establos utilizan condiciones 6ptimas
de operacidén en los equipos DairyTech, estos microorganismos persisten o son

incorporados por malas practicas de manejo del calostro post-tratamiento térmico.

Dentro los puntos de control que se sugieren para mejorar la calidad del
calostro estan: verificar los tiempos de calentamiento inicial del calostro, los tiempos
de enfriamiento, el lavado correcto del equipo y las conexiones, el manejo higiénico
por parte de los encargados de la operacién del equipo y el manejo higiénico por

parte del encargado de la alimentacion de los terneros.
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IX ANEXOS

9.1 Metodologia empleada para el cultivo de M. bovis en calostro
bovino.

Procedimiento de cultivo de leche para la busqueda de Mycobacterium bovis.

La técnica estd basada en el método de Petroff Modificado, con

adecuaciones por UAQ 2014 y con apoyo de la técnica de Ben Kahla I. et. al. 2011.

1.

Esterilizar la campana de bioseguridad con alcohol y con luz UV durante 5
minutos.
Activar el flujo de aire de la campana de bioseguridad 5 minutos antes del

proceso.

3. 10 ml de Calostro se colocan en un tubo cénico de 50 ml.

4. Como control positivo. 10ml de calostro se coloca en un tubo cénico de 50

mly se le afiade una asada de colonias de M. bovis crecidas en medio solido.

5. Agregar 20 ml de HCI 10%, adicionar 2 gotas de indicador Rojo fenol 1%

6. Homogenizar manualmente y dejar reposar durante 20 minutos.

7. Neutralizar anadiendo gota a gota solucion de hidréxido de sodio 2N agitando

manualmente hasta que el indicador vire a un color lila- morado.

Centrifugar a 3000 rpm durante 20 minutos. Atemperar los medios de cultivos
y rotularlos.

Desechar por decantado el 90% de sobrenadante a un frasco con fenol al 5%

dejando maximo 1 ml de liquido. Suspender el sedimento con vortex.

10. Vaciar por decantado 2 gotas del liquido suspendido al medio de cultivo, a

manera de que resbale el liquido por todo el medio de cultivo. Cerrar
completamente la tapa del tubo de cultivo sin apretar. Asegurarse que antes

de inocular se haya eliminado el agua de condensacion.

11.Una vez sembrados los medios de cultivo se almacenan inclinados en la

estufa de cultivo a 37°C. Después de 48 horas colocar los tubos de forma

vertical.

a7



12.Revisar quincenalmente los cultivos, hasta completar los 3 meses.

9.2 Metodologia modificada para el cultivo de M. bovis en calostro
bovino.

Procedimiento de cultivo de Calostro en polvo para la busqueda de Mycobacterium

bovis.
La técnica esta basada en el método de Petroff Modificado, con

adecuaciones por UAQ 2014 y con apoyo de la técnica de Ben Kahla I. et. al. 2011

1.

Esterilizar la campana de bioseguridad con alcohol y con luz UV durante 5
minutos.
Activar el flujo de aire de la campana de bioseguridad 5 minutos antes del
proceso.
Tomar 5 gramos de calostro en polvo se disuelven en 50 ml de agua destilada
estéril precalentada a 50°C y homogeneizar. Tomar 6 tubos y afladir 2 ml de
calostro homogeneizado en cada uno y organizar los tubos de la siguiente
manera:
o Tomar 3 tubos y anadir 500ul de agua destilada estéril
o Tomar 3 tubos y anadir 500ul de glicobacteria.
Adicional se colocan 16 tubos de la siguiente forma:
o Tomar 3 tubos, colocar 2ml de calostro obtenido de una unidad
de produccién y se le afiaden 500ul de agua.
o Tomar 3 tubos, colocar 2ml de calostro obtenido de una unidad
de produccién y afadir 500ul de glicobacterias.
o Tomar 3 tubos, colocar 2 ml de agua destilada estéril y afiadir
500ul de glicobacterias.
o Tomar 3 tubos, colocar 2.5 ml de agua destilada estéril.

Centrifugar los tubos a 4000 rpm durante 5 minutos.

Tomar 1ml del precipitado y transferir a un nuevo tubo cénico.

Agregar al precipitado ml de HCI 10%, adicionar 2 gotas de indicador Rojo
fenol 1%

Homogenizar manualmente y dejar reposar durante 20 minutos.

Neutralizar afiadiendo gota a gota solucién de hidréxido de sodio 2N agitando
manualmente hasta que el indicador vire a un color lila- morado.
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10. Centrifugar a 3000 rpm durante 20 minutos. Atemperar los medios de cultivos
y rotularlos.

11.Desechar por decantado el 90% de sobrenadante a un frasco con fenol al 5%
dejando maximo 0.5 ml de liquido. Suspender el sedimento con vortex.

12.Vaciar por decantado 2 gotas del liquido suspendido al medio de cultivo, a
manera de que resbale el liquido por todo el medio de cultivo. Cerrar
completamente la tapa del tubo de cultivo sin apretar. Asegurarse que antes
de inocular se haya eliminado el agua de condensacion.

13.Una vez sembrados los medios de cultivo se almacenan inclinados en la
estufa de cultivo a 37°C. Después de 48 horas colocar los tubos de forma
vertical.

14.Revisar quincenalmente los cultivos, hasta completar los 3 meses.
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9.3 Metodologia empleada en la extraccion de DNA de calostro.

1.

Se toma una muestra de 1ml de calostro bovino, se agregan 50 ul de
Lisozima (10 mg/ml), agitar las muestras en un vortex por 8 segundos e
incubar a 37 °C durante 1hora.

Se afaden 100 ul de SDS 10% seguido por 10 ul de una solucién de
proteinasa K (10 mg/ml).

Incubar en bafo maria a 65°C + 2°C durante 30 minutos, después de la
incubacion, a cada muestra se le agregan 100 ul de 5M NacCl y agitar en
vortex.

Agregar 40 ul de N-acetil-N,N,N- bromuro de trimetil amonio (CTAB) al 10%
(Pre- incubado) agitar en vortex hasta que la solucion se torne lechosa e
incubar a 65°C durante 30 minutos.

Se agregan 400 pl de una solucién de fenol-cloroformo-isoamilico (24:24:1),
se agita por 10 segundos en vortex y se centrifuga a 13,000 rpm durante 10
minutos.

Se toman 500 ul del sobrenadante y se transfieren a un tubo ependorf de 1.5
ml.

. Se agregan 500 pl de una solucion de cloroformo-isoamilico (24:1) agitando

en vortex por 10 segundos y se centrifuga a 13,000 rpm por 10 minutos.

Se toman 500 ul de liquido sobrenadante cuidando de no tocar la otra fase y
se transfieren a un tubo ependorf de 1.5 ml.

Se agregan 600 ul de una solucién de alcohol isopropilico absoluto y se deja
precipitando la pastilla de DNA a -20 °C por 2 horas.

10.Se centrifuga el producto a 13,000 rpm durante 15 minutos.

11.Se retira el liquido sobrenadante y se lava la pastilla de DNA con 500ul de

etanol al 70%. Centrifugar a 13,000 rpm por 5 minutos.

12.Eliminar el liquido sobrenadante y se permite el secado de la pastilla a

temperatura ambiente por 2 horas.

13. Suspender la pastilla el 50ul de agua (MILI-Q) y mantener la congelacion

hasta su utilizacién.
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9.4 Consideraciones para el uso de sistemas comerciales de
pasterizacion.

Hay varios requisitos y problemas importantes que los productores deberian
conocer antes de comprar, instalar y usar sistemas de pasterizacion:

Requerimientos de instalacion:

1. ¢Se cuenta con calentador de agua?, ;Se necesita un nuevo calentador
autébnomo en la unidad de produccion?, jFunciona el calentador de agua
existente? (es decir, el agua es lo suficientemente caliente?).

Suministro de agua:

2. c) ¢ Existen requisitos eléctricos especiales?

3. d) Espacio / ubicacion

4. e) Requisitos de drenaje.

5. f) Gastos de compra e instalacion.

Consideraciones para el uso diario:

1. Capacitar al personal de la granja para usar y limpiar adecuadamente el
equipo

2. Tiempo / mano de obra para usar y limpiar equipos

3. Requisitos de limpieza.

Costes variables:

1. Servicio. ¢ El equipo es confiable? ; Qué tan rapido se puede proporcionar el
servicio?

2. Traslado y almacenamiento de la leche residual antes y después de la
pasteurizacion.

3. Seguimiento del rendimiento. ¢ Esta funcionando?

9.5 Procedimiento adecuado de limpieza de los equipos:
Un proceso de limpieza es como sigue:

1. Enjuague previo con agua fria.

2. Haga circular el enjuague con detergente alcalino para eliminar la grasa (1%
en peso / volumen de NaOH — 75°C / 30min).

3. Enjuague con agua caliente (75 °C / 15 min).

4. Haga circular el enjuague con acido nitrico para eliminar la proteina (0.7%
p/vol - 70 °C / 15 min).

5. Enjuague posterior con agua caliente (75 °C / 15 min).
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9.6 Resultados del cultivo de Mycobacterium avium.

Cultivo Bacteriologico de Paratuberculosis

Las muestras se descontaminaron por el método acido alcali, y se
sembraron por duplicado en el medio de cultivo herrold egg yolk con
micobactina y sin micobactina, se incubaron a 37 grados.

CALOSTRO FELICIAMNDO M. QUERETARO
Fecha de siembra: 15-FEBRERO-2018.
IDENTIFICACION RESULTADOS AL 15-06-2018
(17 SEMANAS)
1. 4485 A SIN CRECIMIENTO (5C)
2. 44960 5C
3. 4585 A 5C
3. 4535 A +++ Map**
5. 4567 A 5C
b. 4546 A +++ Map
7. 4537 A 5C
3. 4502 A 5C
9. 4543 A 5C
10. 4488 B 5C
11. 4591 A 5C
12. 4403 A 5C
13. 4582 B 5C
14. 4595 A 5C
15. 4529 A ++++Map
16. 4493 A 5C
17. 4477 A 5C
18. 4570 A 5C
19. 4492 A 5C
20. 4482 B 5C
21 4479 B +++Map
22. 4491 A 5C
23 4555 A 5C
24. 4543 A 5C
25, 4573 A 5C
26. 4539 A 5C
27. 4561 A 5C
28. 4523 A +++Map
29, 4552 A 5C
30. 4558 A +++ Map
31. 4505 A +++Map
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1. 4478 A 5C
2, 4532 A 5C
3. 4588 A 5C
4. 4508 A 5C
5. 4579 A 5C
B. 4564 A 5C
7. 4576 A +++ Map
3. 4517 A +++ Map
9. 4520 A 5C
10. 4514 A 5C
11. 4541 A 5C
12, 4526 B 5C
13. 4511 A 5C

** 5E CONSIERA AISLAMIENTO POSITIVO A Map, FOR 5U VELOCIDAD DE CRECIMIENTD 4
SEMANAS EM ADELANTE, CRECIMIENTD EN EL MEDID CON MICOBACTINA Y ZN+ [BAAR).

LOS AlSLA DOS5 OBTENIDOS SE DESARROLLARON ENTRE LA 4 Y 6 SEMANA, 5000 EN LOS MEDIOS
DE CULTIVO QUE ESTABAN ENRIQUECIDOS CON MICOBACTIMNA.

MC. MARCD ANTOMIO SANTILLAM FLORES
LAB. TUBERCULOSIS BOVIMNA
CENID MICROBIOLOGIA IMIFAP
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9.7 Resultados del cultivo de Brucella abortus.
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CENTRO NACIONAL DE INVESTIGACION DISCIFLINARIA
EN MICROBIOLOGIA ANIMAL
Ciudad de Meéxico, marzo 23 del 2018

Dvr. Feliciano Milidn Suazo
Universidad Autonoma de Querétaro
PFRESEMNTE.

Estimado Dr. Milidn,

Sirvase encontrar anexo el resultado de laboratorio de las muestras de clostro enviadas para
andlisis de laboratorio para la identificacion de Brucello abortus.

Sim mas, aprovecho para emviarle un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Efrén Diaz Aparidio

CEMID-Microbiclogia, INIFAP
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CENTERO NACTONAT. DE INVESTICACTON DISCTPLINARTA
ENMICROBIOLOGTA ANTATAT.
Fecha: 23 de marzo del 2018

Resultado del andlisis microbioldgico en placas de Farrel para realizar el aislamiento y la identificacion de
Brucella obortus en muestras de calostro enviadas por el Dr. Fefidane Milian SuEz0 de la Universidad
Auttnoma de Cueretaro.
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