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Use of the CMT and somatic cell counter® test to evaluate quality of cow milk in tank
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ABSTRACT

Objective: evaluate whether California mastitis test (CMT) values for bulk milk depend on its somatic cell content. Evaluate
if the composition of the milk changes as a function of the number of somatic cells.

Design/methodology/approach: 48 samples of bulk milk from different dairy farms and cheese factories in Tabasco,
Mexico were taken randomly. Measured parameters were: California Mastitis Test (CMT), the somatic cell count (CCS),
fat, protein, non-fat solids, lactose. The values of CCS were grouped in 3 intervals: (<500,000), (>500,000-1,000,000),
(>1,000,000) to be compared with qualitative data of CMT (0, 1, 2) in a two-way contingency table. Milk samples were also
grouped in 4 categories according to their number of somatic cells A (0-250,000), B (>251,000-500,000), C (>500,000-
750,000) y D (>750,000) to compare fat, protein, non-fat solids, lactose by one-way ANOVA and Tukey test at a 5%
confidence level.

Results: the CMT values were dependent on its somatic cells content intervals; (x°=88.1, p<0.05). A lower amount of
non-fat solids, lactose and protein was observed in the group D, with highest category of somatic cells (p=<0.05).
Limitations on study/implications: the CMT test depend on the somatic cell content in cow’s bulk milk. Milk with high
somatic cell content had less non-fat solids, and less lactose.

Findings/conclusions: the CMT have been traditionally used to assess the udder's health of individual cows; in this
research, we validate to use CMT to assess bulk milk samples. Samples with high somatic cell content had less non-fat

solids, less lactose and less protein.
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RESUMEN

Objetivo: evaluar si los valores de prueba de mastitis de California (CMT) para la leche de tanque dependen de su conteo

de células somaticas. Evaluar si la composicion de la leche cambia en funcion del numero de células somaticas.
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Disefio/metodologia/aproximacién: se tomaron al azar 48 muestras
de leche de tanque de diferentes granjas lecheras y fabricas de queso
en Tabasco, México. Los parametros medidos fueron: Prueba de
mastitis de California (CMT), conteo de células somaticas (CCS), grasas,
proteinas, solidos no grasos, lactosa. Los valores de CCS se agruparon
en 3 intervalos: (<500,000), (>500,000-1,000,000), (>1,000,000) para
compararlos con los datos cualitativos de CMT (0, 1,2) en una tabla de
contingencia de dos vias. Los valores de las muestras de leche también
se agruparon en 4 categorias segun su numero de células somaticas
A (0-250,000), B (>251,000-500,000), C (>500,000-750,000) y D
(>750,000) para la comparacion de contenido solidos no grasos,
lactosa, y proteina para ser analizados usando ANOVA con un factor; y
la prueba de Tukey con un nivel de confianza del 5%.

Resultados: los valores de CMT dependen del contenido de células
somaticas; (x°=88.1, p<0.01). Se observd una menor cantidad de
solidos no grasos, lactosa y proteinas en el grupo de muestras de leche
D, con mayor contenido de células somaticas (p<0.05).

Limitaciones del estudio/implicaciones: la prueba de CMT depende
del contenido de células somaticas en la leche de tanque. Las muestras
con mayor numero de células somaticas en la leche presentaron menor
proporcion de solidos no-grasos, menor lactosa y menor proteina.
Hallazgos/conclusiones: la CMT se ha utilizado tradicionalmente
para evaluar la leche de la ubre de las vacas individuales; en esta
investigacion, validamos el uso de CMT para evaluar muestras de leche
de tanque. Eso es importante para los productores de queso porque
el alto contenido de células somaticas esta relacionado con menor

contenido de solidos no grasos y un menor rendimiento para queso.

Palabras clave: California Mastitis test, células somaticas, leche de

tanque, salud, vacas.

INTRODUCCION

A es una inflamacion de la glandula mamaria
|_a m a St |t| S en el ganado lechero como consecuencia
de la introduccion y multiplicacion de microorganismos patogenos. La mas-
titis bovina es uno de los grandes problemas de los productores de leche y
de la industria lechera en general (Wolter et al., 2004), y se asocia con pér-
didas economicas debido a una disminucion en la cantidad y calidad de la
leche producida y los costos del uso de terapias (El-Sayed et al., 2017). Un
cuarto de la ubre sano es aquel gue no muestra alguna alteracion patologica
externa, la leche no contiene microorganismos patogenos y tiene menos
de 100,000 células somaticas por mL (Castafieda et al., 2019). Las células
somaticas no son parte de la secrecion lactea y se encuentran presentes en
la leche, algunas de ellas son células producidas por el sistema inmunologi-
co, otras son celulas epiteliales que son producidas por descamacion de los
tejidos que dan recubrimientos a la ubre de la vaca y son diferentes de las
bacterias (Blowey y Edmondson, 2010). En condiciones fisiologicas norma-
les el conteo de céelulas somaticas de la leche despues del parto aumenta, y
disminuye gradualmente a niveles basales minimos entre cuatro y seis sema-
nas después en vacas libres de infeccion intraglandular mamaria (Bedolla et
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al, 2019). En caso de que haya una
invasion muy fuerte de bacterias, el
contenido de células somaticas de
tipo inmunoldgico tipo leucocitos
y celulas polimorfas nucleares au-
menta como una respuesta a los
microorganismos invasores. En el
caso de la mastitis aguda los con-
teos pueden llegar hasta millones
de celulas somaticas por mililitro
(Castafieda Vazquez et al.,, 2019).

Elconteo de células somaticas (CCS)
ha sido aceptado como el mejor in-
dice cuantitativo de inflamacion de
la glandula mamaria bovina y se usa
tanto para evaluar la calidad de la le-
che y para predecir la infeccion de
la ubre. Existen varios metodos para
hacer el CCS (Bedolla et al., 2007),
los mas usados son el conteo de
células somaticas por microscopia
y el conteo electronico de células
somaticas como la citometria de
flujo laminar (FOSS). La prueba de
mastitis de California (CMT) es una
estimacion indirecta del CCS que
se aplica en condiciones de cam-
po. La CMT es una indicacion cua-
litativa para saber si el recuento de
células somaticas es elevado o bajo
(Bedolla et al., 2007). La prueba de
CMT mide el grado de gelificacion
que tiene lugar cuando el ADN es
liberado de las células somaticas
presentes en la leche por la accion
del reactivo; a mayor contenido ce-
lular en la leche, mayor gelificacion
y viscosidad (Serratos Arevalo et
al., 2019). Debido a que las células
somaticas se producen como una
reaccion fisiologica en la vaca, es
de esperarse que su contenido no
puede aumentar en la leche una vez
ordefiada; aungue si se esperaria
autolisis después de periodos pro-
longados de almacenamiento. Asi,
la CMT se puede utilizar tanto para
evaluar leche de muestra de cuar-
tos mamarios, como una muestra



de leche del tanque enfriador (Bedolla et al., 2008). Sin
embargo no hay datos que validen su uso para tangue
enfriador o bote lechero. Debido a que es muy comun
que los productores de leche duden de que la prueba de
CMT sea valida para evaluar la calidad de la leche de tan-
que, o bote lechero. Se evaluo si los valores de CMT para
la leche de tanque dependen de su contenido de células
somaticas, y ademas saber si la composicion de la leche
cambia en funcion del numero de células somaticas.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 48 muestras de leche de vaca cebuina
y cruzas en diversas proporciones recolectadas de di-
versos ranchos y queserias tomadas al azar en dos de
las localidades mas productoras de leche en Tabasco,
México, que son Balancan y Huimanguillo de Julio a
septiembre, entre 2016-2018. A las muestras se les hizo
la prueba (CMT) y el conteo de células somaticas (CCS).
La CMT se realizd utilizando un reactivo comercial
(Mastitest). Se mezclaron 2 mL de leche con 2 mL de
CMT reactivo. La interpretacion fue calificada con cua-
tro puntajes: O, reaccion negativa; 1, positivo; 2, fuerte;
3, muy fuerte basados en la intensidad de formacion
de viscosidad vy gelificacion. El conteo de células so-
maticas (CCS) en leche se realizd utilizando el equipo
DeLaval® Cell Counter (DDC), el cual cuenta las células
opticamente y de forma automatica. La metodologia
empleada fue la indicada por el fabricante. El principio
se basa en aspirar una pequefa cantidad de leche en
un cassette que contienen un reactivo que emite fluo-
rescencia cuando tifie al ADN de las células con nucleo
(células somaticas) presentes en la leche (Ortiz 2011),
este cassette es introducido al DCC el cual cuenta con
una camara digital que toma una fotografia de las cé-
lulas que se tifien, las cuenta y muestra los resultados
expresados en CS/ul de leche en una pantalla en 45 s,
en este caso se multiplicaron los datos por 1000 para
tener los resultados en CCS/mL. El analisis de la com-
posicion nutricional de contenido de grasa, proteina
cruda (PC), lactosa y solidos no grasos (SNG), se realizd
con el Milk Analyzer Lactoscan® (Milkotronic®) (Citalan
Cifuentes et al., 2016).

Se elabord una tabla de contingencia de dos vias (Mc-
Clave y Sincich, 2017). Las dos vias fueron los intervalos
de clase de células somaticas (columnas) y la calificacion
de CMT (renglones). Las columnas fueron (<500,000),
(>500,000-1,000,000), (>1,000,000) y los renglones 0,1
y 2. Las cuarenta y ocho muestras tomadas aleatoria-
mente se contabilizaron en alguna de las celdillas de la
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tabla de contingencia. La prueba x° se hizo en el soft-
ware Exel aplicando los procedimientos de tabla de con-
tingencia de 2 vias (McClave y Sincich, 2017):

[y =E(0)]

)

k=0

m»

Donde E_(”U’) = %

r, son los renglones, y ¢ las columnas. El rechazo de la
hipotesis de independencia se da con x°> xg, donde los
valores criticos de x§gs tiene (r—1)(c—1) grados de li-
bertad.

Para determinar si la composicion de la leche cambia en
funcion del numero de células somaticas, los conteos
observados de n son muestras aleatorias de la poblacion
de interés, y por ello, los valores de las muestras de leche
también se agruparon en cuatro categorias segun su Nu-
mero de células somaticas A (0-250,000), B (>251,000-
500,000), C (>500,000-750,000) y D (>750,000) para la
comparacion de contenido solidos no grasos, lactosa, y
proteina para ser analizados usando ANOVA con un fac-
tor; y la prueba de Tukey con un nivel de confianza del
5%. Los datos se analizaron con el Proc GLM ANOVA del
SAS Version 9.4, SAS Institute, Inc. Los datos de localidad
Nno se reportaron pues Nno hubo muestras de las dos lo-
calidades en las dos categorias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de CMT y numero de celulas somaticas de
las muestras de leche de tanque se presentan en orden
ascendente Figura 1. Los valores de células somaticas
menores a 500 se asociaron con valores de CMT=0.
Valores de células arriba de 500 células somaticas por
mililitro se asociaron con valores de CMT de 1y 2. Para
analisis estadistico, de los datos cualitativos y cuanti-
tativos, se hizo una tabla de contingencia de dos vias.
En la Figura 2, se presentan una grafica del analisis de
frecuencias, en la que se observa claramente que las
dos variables, calificacion CMT vy los intervalos de cé-
lulas somaticas son mutuamente dependientes; pues
la x° calculada=88.06 > XS_O5I4,’ >9.48. Considerando
una explicacion bioldgica, y una explicacion de causa-
efecto, las categorias de CMT dependen del rango de
células somaticas presentes en la muestra. Asi, CMT=0
cuando CCS esta en los bajos intervalos. Algunas otras
generalizaciones pueden ser que a mayor nivel de CCS
mayor calificacion CMT.
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Las muestras de la clase <500,000
tiene 100% de muestras con cate-
gorias de CMT=0; las muestras de
la clase 500,000-1000,000 tienen
la mayor parte de las asignaciones
a CMT=1vy solo 13.3% a CMT=0.
Las muestras de leche de la cla-
se >1,000,000 células somaticas,
fueron 100% positivos a CMT=2. El
rango de dispersion de los
valores de células somati-

2
cas para cada categoria de
CMT se muestra en la Figura
3, donde se observa que los
tres grupos (CMT: 0,1,2) son % 1

estadisticamente diferentes
en su numero de células so-
maticas. Debe aclararse que
no se puede hacer un ana-
lisis de correlacion de Pear-
son entre los datos cuanti-
tativos y cualitativos como
son las células somaticas vy

leche con conteo de células soma-
ticas medidas con el FOSSOMATIC,
tanto en términos de sensibilidad
como de especificidad (Perrin et al.,
1997). Asi, se han disefiado senso-
res para estimacion del recuento de
células somaticas en linea basado
en la formacion de gel utilizando la
prueba de CMT (Hogeveen, 2011).

i

. CMT
=—=(CCS

M

vacas.

CMT respectivamente.

La evaluacion anteriormen-
te presentada demuestra
que la prueba CMT se pue-
de utilizar para hacer una
estimacion del intervalo de
células somaticas presentes
en la leche y monitorear el
estado sanitario de la leche
de vacas en tanque directa-
mente como una ‘prueba
para centros de acopio de
leche’, o "prueba de leche
para queserias’. Muchas em-
presas no tienen los equipos,
o los reactivos para las prue-
bas; y pueden usar la prue-
ba CMT en complemento a
otras pruebas como el Por-
tacheck, que se usa en algu-
nos centros de acopio. Algu-
nos autores han demostrado
que la CMT, que se basa en
la reaccion quimica entre
el reactivo y el ADN celular
esta bien correlacionado en

PORCEMTAJE
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Un numero superior a 400,000 CCS
indica mastitis subclinica (Wolter et
al., 2004). De acuerdo a (Castafieda
Vazquez et al., 2019) en los casos de
mastitis subclinica hay una conside-
rable reduccion en la produccion
diaria de leche y cambios importan-
tes en la composicion de la leche.
Se perjudica el valor higiéenico de la
leche, pues algunos agen-
tes causales de mastitis son
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Figura.1 CMT y Células somaticas para cada muestra de leche
de tanque ordenadas ascendentemente con base al numero
de células somaticas. La leche de tanque es colectada de varias

CMT

mim]

Figura 2. Grafica de barras que muestra el porcentaje de valo-
res CMT para cada intervalo de clase de las células somaticas
en la leche de tanque.

El pequefio productor de
queso, o el acopiador de le-
che, usualmente no evalua
si las leches provienen de
animales sanos, en lo que
a mastitis se refiere. Es im-
portante que los centros de
acopio de leche; asi como
los procesadores de leche
para queso evaluen el CCS
de la leche que reciben, ya
sea usando CMT u otros,
pues numeros altos de célu-
las somaticas, reduce la apti-
tud de leche para procesarse.
De acuerdo a Jaeggqi, et al.
(2003), a medida que aumen-
ta el nivel de células somati-
cas, aumenta el tiempo re-
qguerido para cuajado de la le-
che. Los contenidos de grasa
y humedad son mas bajos en
los quesos con mayor (CCS).
Aumentan los niveles de aci-
dos grasos de cadena corta.
Los niveles de acidos butirico
y caprilico son significativa-

2

1
CMT

Figura 3. Conteo de Células somaticas (CCS) mostrando des-
viacion estandar en relacion a calificacion CMT.

mente mas altos en los que-
sos del grupo >1,000,000
Conteo de Células Somati-
cas (CC9) en todas las eta-
pas de maduracion; ademas



se asocian con un sabor rancio en los quesos con el
nivel mas alto de Conteo de Células Somaticas (CCS).
Los quesos se maduran con cierto amargor, afectan-
do la calidad sensorial de los productos y las ventas.

Enrelacion a la composicion nutrimental de la leche con
diferentes niveles de células somaticas (Cuadro 1), se ob-
servo que no hubo variaciones en grasa entre los gru-
pos (p=0.05), pero si se observaron variaciones en otros
componentes. En el grupo D, se redujeron los solidos no
grasos, la lactosa y la proteina. Esto reafirma lo que otros
autores han encontrado en relacion a que un recuento
elevado de células somaticas, reduce el contenido de
lactosa (entre 5-20%) y caseina (Le Maréchal et al., 2011).
Mientras el nivel de proteina total permanece casi sin
cambios, el nivel de caseina es disminuido hasta en 207%,
pero las proteinas del suero aumentan especialmente en
albumina sérica y la inmunoglobulina G (Le Maréchal et
al., 2011). La reduccion de dichos componentes lacteos
tiene impacto economico, pues para los fabricantes de
queso, se reduce el rendimiento de la leche (Blowey y
Edmondson, 2010). En varios estudios, un alto CCS se
asocia con un aumento significativo en el tiempo de
coaqgulacion, menor firmeza en la cuajada y tasa mas
lenta de cuajada reafirmante, lo que puede conducir a
bajo rendimiento y baja calidad del queso resultante (Le
Maréchal et al., 2011).

El uso de la prueba de CMT a partir de leche de tanque
permite tener una evidencia presuntiva para conocer si
la leche proviene de hatos de animales sanos © No sanos
(Bedolla et al., 2007). y genera informacion para el pro-
ductor lechero, generar mayor supervision al hato de va-
cas para detectar a los animales con mastitis subclinica o
clinica para excluirlos de la ordena. Es necesario ensefar
a los productores lecheros en pequefio como hacer la
prueba de CMT.

CONCLUSIONES

La prueba CMT se puede utilizar como una medida del
contenido de células somaticas en la leche de tanque de
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vaca. El alto contenido de células somaticas esta relacio-
nado con un menor contenido de solidos NO  grasoso,
menos lactosa y menos proteina.
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