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RESUMEN

El QreSéntefeStudio se realizéyenjseis ﬁéciendas dediéi
das a ia‘producéién‘ieChe:a, 1ocaliZadas en el Cantdén Can-
grejera, juriédiCCién de La Libertaa,~Dépértament§ de La - ,
Libertad, a‘12927'4ﬁ latitud‘horteryr89?10'48" longitud oes

tté, con wia elevacién de 10 ‘msnm. EI1 objetivo fue évaluar-

- una técnlca volumétrlca 1nd1recta que. ‘sirva a los ganaderos,_

como una nueva técnlca basada en la concentrac1on de cloru——
£03’presentes en la’ leche para la deteccién de mastlt;s. =
Tuvo una<duraci6nbae 75 dias; 45 de losvcuaies cbrrésﬁondig;
.ron a la fase pré—ékperimental donde se determind las-conCenf
traciones de cloruros normales en leche cruda provenlentes_
de vacas sanas, los 30 dias restantes se utilizaron en la fa
" se experlmentla, la gue conSLStlé en la evaluac16n del méto—
do a analizar,_sometlendo las muestras de leche a varios ané
iisis, |

Se utilizarén 70 vacas encastadas (Brdwn—SWisseéfahman),_
paré la_toma‘de;mpesFras. .DiChas’muéstras>fuéron analiiadas
en los Laboratbrios de'Quimiéa y‘Protecéién Vegetal de-ia FE 
cultad de Cienéiasf@gfonémicas»de la.Uhivefsidad de EL Salva
dor, asi cho en loé LéboratOrios dé‘Microbiologia dé la Di-
~ reccién General'de‘Sanidad‘Vegetél y Ahimai del'MkA G. Ias
muestraq fueron sometidas a anéllsls bacterloléglcos y. quiml
cos y a los resultados obtenldos se-les aplicd la prueba de
:correlac_én para realizar el an51151s estadIstlco, el cual -

:ayudé a'cumpllr_otrOfobjet1v0'planteado COmo es la elabora—_

iv




L

cibn de uha tabla de'probabiiidadészdeiconcentraciones bac
terianas causantes de mastitis, asi como establecer los -
porcentajes- de concentraclones de cloruros.

Los resultados obtenldos se les efectué correlac16n 1i
neal direpta, la Cual nos permxtlé‘determ;nar tres tlpOS -

de leches- Leches sanas con concentra01ones de cloruros -

de 0.0107 - 0. Ol4° y un maximo de - 100 colonlas bacterianas;

leches en proceso de transicién con concentrac10nes de clo

ruros de 0.117% = 0.138% y wn nﬁmero varladq'de colonias -
bacterianas; leches enfermas con_concentraciones aé cloru-
ros de 1.148% a més y un mfnimo de lSOO"célonias bacteria-
nas patégenas.‘ |

Enbase a los resultadbs se concluyd gue las leches sa.
nas y enfermas tlenen una relaC16n dlrectamente proporcio

nal entre. la concentrac16n de cloruros y el nﬁmero de colo

nias bacterlanas.».En cuanto a las leches en'proceso.de -

transicidén no hay una relacidn directamente proporcional -
entre la,concentraCibn de cloruros y el ntGmero de colonias -

bacterianas.
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1. INTRODUCCION

En El Salvador, la mastitis bovina es uno de los princi-
palesyobstaculos para produC1r leche, en forma hlglénlca. -
Estudios que- se han efectuado revelan bajas en la produccidn
lactea_que osC1lan de 5 a un 84% en las.explotaC1ones, debi-
do a_éséa'enfermedad. | ‘

Para la deteccidn de mastitis,‘loé'produgtores emplean‘—<

las tradicionales pruebas indirectas; y no han considerado -

“hasta ‘la fecha otra técnica efectivé para detectar eésta eﬁfer
medad. Es por ello que esta'investigacién pretende aplidar_

~una técnica volumétrica indirecta que sirva a los ganaderos :

l) Como unalnueva»técnica,»basada en la concentracién-de clo-

- ruros presehtes para la deteccién de mastitis; 2) que lés per

mita ‘al mismo tiempo'comparacién con las pruebas conocidas; 3)
les ayude a minimizar pérdidas econdmicas debido a la disminu
cidn en la produccién lactea; a la eliminacién de vacas por - .

pérdidagcompleta de su funcién~lact6qena; y por costos :de aﬁ

tibidticos.

En el presente trabajo se seleccionaron seis haciendas pa
ra ser muestreadas, las cuales~estan_ubicadas en el Cantén Can’

grejérag jqxisdiccidn‘de La Liberfad, Departamentd de?La Liber:

tad. Las muestras fueron analizadas en;los Laboratorios de -

Quimlca Vv Protecc16n Vegetal de la Facultad de C1enc1as Agro-

Jnomlcas de la Unlver51dad de El Salvador, asi .como en los La—'

borator;os de Mlcroblologia~de la Dlrecc16n General‘de Sani-




e

dad Animal del Ministerio de Agricultura y Ganaderfa. Las -
muéstras fueroﬁ sometidas a andlisis bacteriolégicéé v qgimi;
co (volumétrico); a los resultados obtenidos se les aplic6 la
prueba de correlacién para realizar su an&lisis estadfstico
el cual dyudé_a cumplir otrovobjetivo'plaﬁteaao como es la -
élaboracidén de. una tabla~dé probabilidadeé dé.concentraciones
bacterianas causantes de masﬁitis, aéi_como establecer los -
pdrcentajes de condentraciones de cloruros en. leche de‘vaéa -

en las explotaciones lecheras de la zona con incidencia de mas

" titis, dado que en el pafis hasta la fecha.no se haﬁrrealizado

investigaciones que utilizan pruebas bacteriolbgicas y quimi-

cas para la comprobacién de la enfermedad.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. La leche

Leche es la secrecidn lactea, entera y-fresca, obtehi—
da mediante el ordeﬁo.dé'una o] més vacas sanaé, cuyo conten£
dd de s6lidos es de 8.5% y grasa'de 3.0%, ekcluyendo la le-
che obtenida durahte los 15 dias anteriores al parto y 5 dias
después del mismo (2). |

La leche‘freSCa o) recién ordeﬁada, se comporta como un -

compuesto anfotérico, esto quiere decir que actla a la vez co

‘'mo dcido y como base y la concentracién de iones varia de pH

6.5 a pH 6.7, estos valoreS‘pueden'sgr mds alcalinos en le-
che mastiticas y mas écidés enypresencia de contaminacidn con
microorganismos (2, 28).

La leche de diferentes secciones de la ubre da diétintos
resultados en las pruebas; razbébn por la cual si se desea obtg
ner un dato preciso de la leche de una vaca en una ordena, se
determina en cada seccibn de la ubre.que deberd ordefiarse has
ta gue se agote,

La variacién se debe probablemente al hecho de que las -

"distintas secciones son gldndulas independientés y funcionan

en forma distinta (21).

2.1.1. Composicidén de la leche y sus variaciones

La composicién tipica de la leche de vaca puede ilus-

trarse como sigue :




CONSTITUYENTES - | - PORCENTAJE
Agua | ' 87

Grasa . ‘ 2.5-8%
Caseina o 2.8
AlbGmina - | 0.5
Lactosa ’ o 5.0
Minerales o » , 0.7

Los componentes de laileche se dividen en dos grupos : El
agua y. los sélidos;‘ Lds constituyentes distintos él agﬁa se
llaman s6lidos totales. .Los sélidos totales, excepto la gra-‘
sa reciben el nombre de s6lidos no grasos (2, 10, 14). La -
composicién de la leche es variable, se conoce que el agua va
ria de 82 a 90%; grasa, de 2.5 a 8%, caseina de 2.3 a 4%; -
laétosa de 3.5 a 6% y los minerales de 0.5 a 0.9% (15, 21).

La leche fresca tiene un sabor dulce y olor caracteristi-
cd, estd demostrado que el sabor agradable de{lé leche se de-
be al alto contenido de lactosa y bajo contenido de cloro, en

caso inverso la leche adquiere un sabor salado (28) .

2.1.2, 'Factores>que‘influyen'eh‘la composicidn de‘la le-
Entre estos factores, se conocen: Raza del ganado, hereE
cia, salud, edad de los animales, tipo de alimentacién reci-

bida, periodo de laCtancia, gestacidn, frecuencia de ordeiho,

intervalo entre ordenos, :condiciones climatoldgicas, in-




dividualidad de la vaca, etc. (1, 28). Se pueden comentar
algunos aspectos‘en relacibn a alguhos de tales factdres ;
Edad : Se considera gue una vaca estd en su pleﬁitud; -
dei terqero al sexto periddovdé_lactancia,rinclusive, todos
los datos disponibles indicén'que el‘porcentaje dé_grasa cam
bia muy poco.duraﬁte sus“pfimeros seis periodbs de lactancia
después de ése tiempo hay una disminucién gradual.
Alimentacién : Lé mayor parte dé‘los ganaderds‘atribuyen
generalmente éualquiér cambio en las pruebas_devla leche a la
alimentaciéﬁ.u Cuando se dan cambios‘sﬁbitos o rédiéales en -
:ellé pueden afectar el porcentaje de grasa en la.leche; perov
 cuando Sé vuelve a la alimentacibn regular, el conteﬁidoAde-—
grasa pronto tiende-a regresér a'su'nivel normal en la vaca
o héto afectado. | |
Periodo de lactancia : Cuando la.vaca pére, la primera‘
leche que sécreté se llama calbstro,-esta~difieré de .la leche
" normal én que es mas_espesa y amarilla, quimicamente, contie-
ne mas caséina, albﬁmina,;globulina, cloruros y ‘otros mineri'
. les, adem&$ menosﬁla§togé que la leche normal.-‘LQs cambios
de caletro a leche normal se efectdan eﬁére el periodo de 2
a 10 dfas y'la leche se‘considera‘apta para el consumo huma

no (2, 21, 22),

2.,1.3. Factores que afectan el contenido de minerales

en la leche

El contenido mineral de la leche es menor variable de -
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todos sus constituyentes, Los minerales de la leche esté&n' -
compuestos de sales 4cidas y alcalinas de cloro, potasio, cal
cio, sodio, etc. Estos se encuentran»parcialmente en solucién

y suspensioén, El contenido mlneral es. 51empre de carécter al

calino (21, 28).

Son varios los factores que afectan el contenido de mine-

.rales-en>la leche, lo mismo que a la proporcién ‘de las dife-

rentes sales presentés,

Las 1nfecc1ones de la ubre, tales como mastitié, aumentan.
el contenido de sales mlnerales 'y de cloruroé en la Ieche.

El contenldo mlneral( que~es elevado en“lé leche del ca¥l
lostrq, dismihuye'a un nivel que permanece constante en 1a,m3
yor pafte-de1 perIpdo de lactancia y'aumenta hasta el final -

de dicho perfodo.

Los experimentos han dado resultados contradictorios en

relacién al efecto de 1os alimentos en el contenido . dé minera

les. Los cambios en la allmentac16n tienen poco efecto, o -

nlnguno sobre el contenldo de mlnerales (21).

2,2, * Mastitis O‘mamitiSfén‘ganado bovino

El término:mastiti51o mamitiS»se'réfiere a la inflama--
cién de las gléndﬁlas mamarias sea'cual sea:sﬁ»causa (31).
La mastitis es una enfermedad que,produce cuantiosas pérdi

das econdmicas debldo a. dlsmlnu016n en la producc16n lactea;

kellmlnac16n de vacas por perdlda completa de su func16n lact6




]gena; cdétds.de'drogaé; terapia;'j-pérdida en la ccmpoéicién
-de -la leche :(32). - | |
La’méstitis/bovina~ocupa4un impo?£aﬁte1lugar‘entré las -
causaS>m§s‘frécﬁeﬁte$>de eliminaéiénide vécas; se estima que
un 50%‘spn.portadotas'dé‘gérmeneslpatégénoécen-un‘pfémedio-
de dos’cuﬁr£os_p0r énim$l;‘investigacioﬁes-reélizadas.indican
7ique el 10% de las. péfdidéé dé leché1éﬁuale5mserdeben'a Strep;'

" tococcus agal&ctlae Y qt_p_ylococcus aureus (bacterlas causan

'tes de mastltls) , Slgnlflca que- : upa_de cada d;ez Vacas eg.
té siendo allmentada vy ordenada por'nada.. Las bajas en la -
»produc016n lactea 0501lan de 5 a 84°;:( | 29}; | |

i Ex1ste la tenden01a, por parte de los productores de no -
estlmar en forma correcta los danos causados por las enferme—
3dades de la ubre y en muchos casos tienden a 1nclu1rlas en los
 gastos corrlentes del manejo de ganado lechero ‘(31) El pro
ceso més devastador que puede afectar a“las glandulas mamarlas
_en su func16n es el de la 1nflamac16n Cuando las gléndulasru
llegan a 1nf1amarse, la secre01on de la leche dlsmlnuye y has
ta puede cesar;i La leche secretada esté mezclada con exudado -
:inflématbrio”ae manera quevcontlene un nGmero mucho mayor de
_leucoc1tos que lo normal (la presenc1a de un nfimero excesivo
;de leucocitos puede ser: descublerta por las pruebas para mas
vtlt;s de Whlte51de y4Ca11forn1a (4); El aumento de leucocif
- tos cofréspépde ’a lds>n§utr6filbé} laé‘ células epitel;ales

descamadas se' vuelven més abundantes, aparécén-los macrdfagQS‘-‘




y.sé.forman los fibroblastos, aumentan: los cloruros en la iéA
che, se producen hemorragias, lo cual da origen a eritroci-
tos en la secrecidn, la temperatura de la ubre y 1lo adeéuadb
de la leche como medio para el crecimiento devmiciooorganis-
mos proporciona condiciones ideales para el crecimiento de -
bacterias productoras de mastitis l(6; 30).

‘Existen muchos agentes infecciosos-productores dé masti-
tis; pero las causas més frecuentes en bovinos son ocasiona-

das por las siguientes bacterias :

2.2.1. Staphylococcus © micrococos .

Estos microorganismos predominan en la piel nofmal Yy na-
riz.’ C:eceﬁ bien'en medios ordinar—os,y s6n mas resistentes
ala desecacién_que la mayor parte de las bacterias no esporg‘
ladas; en éonsecuencia,sobreviven en ellmedio ambiente, dis-~

tribuyéndose ampliamente por el mismo *(21).

2.2.1.1. ‘MbrfOiogié‘y:fisiologia

Son cocos Gram'positivos agru?ados, irregulares; inmévi-
les yrné ésporul;dos, no poseen cépsula;;predominan en el exa
men microscbpico los'agrupamientos‘irregulares dé células, pe
ro pueden,observarse tgmbién, céiulas inicas, pares, tetra-
das, vy convertirse en Gram negativos - (22).

Los Sthaphylocodcus no producen:gas, sélo.pequeﬁas,canti—
dades de &cido éuando fermentan los azﬁpares. Originan cam—.

bios insignificantes cuando crecen en alimentos tales como -




la carne y natillas. La presencia de millones de bacterias
no modifican el olor ni el sabor. Son m8s resistentes a la
desinfeccidn quimica que la mayor parte de las bacterias no

esporuladas.

Los Sthaphylococcus crecen en concentraciones de cloruros
elevados y segregan varios tipos de toxinas, entre las cuales
se mencionan hemdlisis de tipo beta y leucocidinas destructo-

ras de gldbulos blancos (21).

‘Este germen puede penetrar la ubre y provocar procesos =
_infecciosos. profundos de los tejidos productores de la glan-

dula mamaria (37).

Sthaphylococcus aureus, produce una serie de enzimas y to-

xinas que ayudan a establecer el procé;o infeccioso. El reséE
vorio de la infeccidn para el hato lechero es la ubre infecta-
da y en Ségundo lugar la piel de los pezones. El germen depen
de de flujos de leche para continuar su penetracidn en la ubre
ya que no posee un sistema locomotivo.‘ La mayoria de los casos

de enfermedades sub-clinicas causadas por estos_gérmenes‘sé de
sarrollan en forma lenta y sin manifestacibnes externas marca;
das; pero internamente pxwoam1la destruccién.de los tejidos pro-
ductores de leche y del sistema conductorkléétéo,:en‘los alre;

dedores del foco de infecci6én. EI volumen de la ubre queda -

igual; pues los tejidos dafados (en forma irreversible), son -

reemplazados por tejidos conectivos o fibrosos, que no tienen
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ninguna funcién en la produccidén de leche.

La ordeha mec&nica tiene importancia en la diseminacidn .

- de la infecci6n a partir de la fuente de infeccién} es de~

dir, una ubre infectada. Las partes de goma de la mdquina,
asf como las manos del ordenador que toman contacto con la -

ubre infectada y que transportan durante la consiguiente’bz

defha gotas de leche gue contienen Sthaphylococcus'aureus, son
la fuente de contagio-de vacas sanas.

La caracteristica de la enfermedad producida por Sthaphy-

" lococcus nos determina una forma especial de tratamiento. La

formacién de focos profundos de infeccién estafilocdccica den

tro de los tejidos de la ubre no permiten el contacto entre

‘antibibéticos y el germen y por lo tanto, sdlo se recomienda

tratamiento de vaquillas primerizas infectadas, es decir, du

rante la primera lactancia en el entendido de que la infec-

. cibén es reciente y todavia no ha tenido oportunidad de provo

car los profundos focos de infeccién una vez penetrados los -

tejidos de la gldndula maméria - (37) .

2,2.2, ' Estreptococcus

La diversidad de procesos en lo gque pueden estar involu
crados v la complejidad de sus relaciones; hacen de los Sprep
toccus las bacterias patdgenas mds interesantes de las habi-

tualmente observadas (22). -

2.2.2.1. Morfologfa y fisiologia




Lés Streptococcus soﬂ Gram positivos, no esporulados vy
crecen en cadenas tipicas eﬁ~los_medios de cultivo. Algunas
cepas patdgenas steen cépsula,.pero no bien manifestadas. -
Las células bacterianas rara vez son perfectamente esféricas;
unas tienen aspecto de diplococo, y otras son alargadas. Los

Streptococcus son microorganismos para@sitos del hombre y de -

- los animales, si bien gozan de cierto grado de supervivencia

fuera de sus huéspedes (22).

El Streptqéoccus es considerado como "patdgeno verdadero
de la ubre"; pﬁes‘es el Gnico que pafa‘desarroliarse y sobre-
vivir, necesifa encontrarse dentro de la ubre. Una vez gque
sale de la ubre a través de gotas de leche contéminada con es
ta bacteria, éstas'pﬁeden sobrevivir ﬁn,corto lapso de tiémpo
en el medio ambiente. Este éunto es de fundamental impoftan—

cia en la epldemlologla y control de lé ehfermedad pues el -

'Streptococcus agalactlae es susceptlble de ser erradicado del

“hato, lo que no es posible con Sthaphylococcus y con todos los

~demds gérmenes causantes de mastitis. Del nivel promedio de

infeccidn sub-clinica en Israel, Streptococcus agalactiae con-

tribuye en un 1% mds o menos, al promedio citado de 25% (37).

Streptococcus agalactiae no se considera patdgeno para el’

-hombre; sin émbargo,,cabe recordar que los animales pueden in

fectarse con cepas humanas y convertirse en fuentes de infec-

. cibn para el hombre; el ejemplo mds notable al respecto lo -

constltuye la 1nfec016n de la ubre de la vaca por estreptococ

cus del‘grupo A (Streptococcus beta hemoliticos), que pueden
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desencadenar epidemias extensasAde'faringitis séptiCa en:—
las personas que beben leche cruda procedente de estos anil
males (22) -Esta mayor 1nc1denc1a se con51dera que es cau .

sada por el'manejo intensivo, el clima caluroso y hGmedo.

-‘2.2.3. Escherlchla COll

.Este germen pertenece a la famllla Enterobacterlaceae.

Clencuenta Y hueve espec1es de. Escherlchla, han 51do estudla

“dos con mas,amplltud que cualquler‘otro;grupovde germenes, -

que fefmentan activamente muchos'carbéhidratos. Son bacte-

rias mévileé,éuya'motilidad depende de la presencia ‘de fla-

gelos laterales (16) .

Aunque muchas especies son saprofltas 1nofen51vas, amplla

- mente dlstrlbuldas en la naturaleza, otras habltan en el apa-

" rato digesti#o del hombre y otrds.mamiferos;ya sea como parte

de la flora natural o'como microOrganismo causante de -enferme

dédes(éspedificas;“ Asi Escherlchla COll es re51dente habi- -

tualldel,ihtestino,del hombre y muchos anlmales de sangre'cg

'lienté - (34).

Escherlchla ‘coli es- la bacterla mas comﬁn en. Israel cau—

'sante'de,la mastitis cliniCa que representavun 35%.de‘todas
'las causas bacterlales de esta enfermedad .siendo este pro--

medlo mas elevado que el que se reporta en otros paises (9,

16) .

“Escherichia coli se encuentra en forma abundante en los

"alrededores de la vaca; siendo la fuente, como organismo ent@

rico, los excrementos de los animales. “Este germen produce -




una toxina ilamaaa endotoxina o toxina interna qué es la que .
promueve los sintomaéfde la maétitis, vy se'considera'como_—
una toXicosisrj:La'endotoxiﬁa es liberada después de la muer-
te del germen; cuando haj soluciéh de qontinuidad de la pared
bactefial vy eI protoplasma (que és en este caso la endotoxi-
'nas) se difunde en el medio Y‘provoca ia’inflamaciéh'y‘evenF_
tualmente puede llegar en suficiente concentrac1on a la san-
gre y por su 1ntercamblo (como toxemia) a otros organos vita
les del anlmal 'y en algunos casos puede provocaf 'su muerte -

(casos sobre-agudos).  Escherichia‘coii ataca‘generalmente”-

un solo cuarto y principalmente cﬁartos'posteriores (37).

2.3."'Manifestaciones‘de‘la‘mastitis

Los pasos por los que atraviesa la infeccidén originan
distintos tipos de mastitis-:-

'a) 'Mastitis'latente : Es la que c01nc1de con el estado

de invasién, en el cual no existe” nlngun 51ntoma de enferme—

Ldad, salvo la presenc1a de germenes en la leche.

b) . MastltIS'cllnlca T Presenta manlfestaCloﬁes externas
de signos-clinicos evidentes- Inflamacién de uno o més cuar-
tos,. calor, dolor, rubor, baja produc01on de leche con cambios
organoleptlcos ev1dentes en el color,.sabor y conslsten01a.
De acuerdq a su severidad se»pueden leldlr en mastitis leves,

-medianas y graves.

c) ' Mastitis sub~clinicas : No’sevmanifiestan‘signos cliv

‘nicos externos de la inflamacién interna y la leche.también'—“




se ve normal- los tejldOS productores de la leche son atacéx
dos por bacterlas patdgenas, las cuales producen una enfermg
dad_crénica, con cambios’patolégicos irreversibles,'que'cam

bian'el tejido préhuctor por tejido cbhjuntivé,,con la consi
guientehpérdida en la‘producciénry enrla calidaé ae la leche

(6, 10, 31).

2.4. TlpOS de- mastltls

La mastltls es cla51f1cada en la ‘misma forma que las in
flamac1ones en ‘otros tejldOS. De acuerdo-al tlempo que tenga
el anlmal de padecerla,,es aguda o cronlca, afin cuando puedan«
existir 1nfecc1ones subagudas por un corto lapso -de tlempo.'
Las glandulas mamarias en general pueden presentar 1nflamac1on

serosa, supuratlva granulomatosa, prollferatlva'y necrosante,

- de acuerdo con ‘la’ 1nflamac1on que presentan estas glandulas =

se presentanzalgunos tlpOS de mastltlé como son :

a) Mastltls serosas :

Se detectan por un aumento en la concentra016n de iones -

cloro y sodio en la leche, proveniente de vasos .sanguineos da.

ﬁados‘por toxinaS‘bacterianas.

- b) Masthls supuratlvas,:

Se caracterlzan por la presen01a de abundantes leucoc1tos,

Fpollmorfonucleares en la leche.

c) Mastitis tuberculosa :
En la mayor parte de‘las,vacas tuberculosasrse presenta'- :

la tuberculosis crénica de las gl&dndulas mamarias con unidn -




de muchos focos tuberculosos hasta afectar la totalidad del
cuarto mamario.
d) Mastitis granulomatosa :

Se da en vacas por infecciones con Nocardia asteroides,

Microbacterias diversas (3, 6, 29).
Las bacterias implicadas como causantes de mastitis son :

Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus

-

zooepidemicus, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus fea-

lis, Streptococcus pneumoniae, Staphilococcus aureus, Escheri-

chia coli, Klebsiella sp, Corynebacterium pyogenes, Corynebac-

terium bovis, Mycobacterium tuberculosis, Bacillus cereus, -

Pasteurella multocida, Pseudomona pVoqenes, Sphaerophuros ne-

c.
crophuros, Serratia marceScens, Mycoplasmas, Nocardia, Trichos-

porum (6, 32).

7

2.5. Factores que'predispohen:a'la‘méstitis

Los factores predisponentes son ;:

‘aj Higiéne deficiente en establos :

Plazas de.estabulabién muy coftas o angostas, cama hlGmeda,
toéca; escasa y enmohecida, corrientes de aire, variaciones de
temperatura diurnas y nocturnas, abrevaderos,y corrales fangof.
sos.

b) Fbrmas inconvenientes de las‘mamas, pezones y conducto
de lbs mismos; como mamas_gfandes, muy colgantes, flacidas, pég

dulosas cuyos pezones se rozan. Las‘infecciones.galactégenas -




son més frecuéntes cuando las tetillas tienen forma ae hendi-
dura o embudo. con amplia abertura éue cuando son puntiagudas
o redondeadas. |

c) ‘Extasis ldctea y ordefo défectuosos :

En tales circunstancias la secrecidn dilata los espacios
galactéforos y - luego acta como cuerpo gxtraﬁo,'la descémposi
cidn dé los acidos grasos desencadena la reacciéh'inflamato—
‘ria. El ordéﬁo defectuoso puede darse en el ejecutadoc a mano,
como en el mecdnico.: |

dy. Receptividad aumentada :

Larapéricién de la mastitis puede ser favorecida por la - =
edad, fase de lactacidn, factores hereditarios, influencias
horﬁonales, factorés'alimenticioé Y padecimientosigenerales

(10) .

2.6;1 Pruébas'para‘identificar mastitis

2.6.1. prueba California

La,pruebd de California Mastitis (CMT); estd basada en
el hecho de qué leche de un cuarto con mastitis 'contiene una
cantidad de c@é&lulas (léuéocitos)} mayor que en‘la>leche nérh'
mal (10). La prueba de California puede ser emp;éada‘con'lg
che incipiente u ordeﬁados‘de giéndulas,por sepafado; pero se.
aplica también a leches mezcladés; para_la séleccién rapida,
en hatos leéﬁeros en los Que se.aprecian.eleﬁaaos_grédOS'de -
irritacidn de_la ubre (12). |

La leche con alto contenido‘de‘leucocitcs y‘células soma-
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ticas, mezcladas con un‘producto gue éontenga una’superficie
anidénica tal como la del alquil ;ulfonéto (un detergente), -
forma un gel como}conSecuencia de la‘reéccién entre el produg
to quimico y el écido desoxirribunécléico.(DNA) contenido'eh
los leucocitos.‘ Ei gel puede ser~observado en forma‘directa
(12); la rapidez éon>que se forma y la firmeza que adquiere
indica la cantidad de leucoéitOs eﬁ la léche? (iO)f

Para ejecﬁtar la prueba California (CMT) son neéesarios
la paléta'con cuatro compartimientoé y el reactivo; que estd
disponible en almacenes devproductos‘agro?écuaridsv (5). La
Prueba Califgrnia debe hacerse-a todas. las vacaé?en~prbduc—
cién una vez al mes. A |

Interpretacidn del resultado: Leche postiva a mastitis

- forma un gel denso, observable, gque tiende a quedarse en el

centro del compartimiento. Leche sospechosa forma una gela-
tina muy poco densa que tiende a quedarse en el mismo sitio

al movimiento circular de. la paleta. 'Si la leche es normal

- la mezcla permanece liquida.

Los resultados de la Prueba California estdn corfelacioni

dos con los,resultados de la pruéba}de recuento de leucocitos

'que'sévhaceﬁa la leche en el laboratorio para detectar masti~

tis (12, 24).

1 2.6.2. ‘Pruebd bacteriol6gica

Aunque la prueba anterior (CMT) es de valox relatiyvo en- .

el diagndstico de las mastitis agudas y subagudas, muchos ca




sos crdnicos sblo poarén‘ser confirmados por los métodos de
cultivo. El aislamiento e identificacién de un microorganis -
mo especifico presente en la leche suéle ser considérado cg'
mo prueba de que, el cuarto esté infectado, afirmacidn cier-

ta si la muestra ha sido tomada sin contaminacidén con agen-

tes de la‘piel o de la atmbésfera. Los cultivos de leche pro

cedentes ‘de una ivbre revelarocm varias .colonias similares en las
placas de agar. Para el aislamiento .de bacterias de las mues

tras de leche se recomienda medios nutritivos selectivos -

-(16).

Todo organismo aerobio, sapréfito o} patégeno, se muitipli_
caréi para_formar ¢0lohias, de estar presentes en la muestra. -
Los estreptococcus de la maStitis‘aparecén como‘pequeﬁas colo
nias con varlos grados de. hemollsls cla31flcados en: Beta,‘Q
Alfa y Gamma (esta ﬁltlma sin hemollsls) Como los estrepto—
coccus saprofltos tlenen cagl las mismas caracterlstlcas de F,'

colonlza01on.y son de’ morfoloqla semejante, podra ser conve-

nlente completar la dlferenc1a01on medlante reacciones de fer

‘menta01on de los hldratos de carbono.

Las coloraciones de Corinebacterias podrdn tener puntos

de semejanza con las estreptocbcicas, pero se distinguirén -

<por su morfologia y pbr su tincidn con el Gram -(12).

2.6.3. Prueba‘quimicaA,
La formacién de un precipitado puede emplearse como ba-

se de una titulacidén siempre que exista un método apropiado.
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para deferminar en qué momento se ha afiadido una cantidéd‘eg‘
tequiométrica del #itulante. |

En el caso ae las valoraciones~§o£‘precipitaCi6n, el ti-
tulantéqurma un producto insolublé con la muestra avanali-

zar, ejemplos son la titulacién directa y de iones cloruro -

con solucidn de nitrato de plata y la tifulac;én indirecta -
de iones cloruro con valoracién de tiocianato de'potasid, se

Fuede emplear_indicadores'para detectar el punto :final o medi£'

se eléctricamente el potencial de la solucidn. Existen méto-

dos como el de Mohr y Volhard de amplia aplicacién en el cam .

Eo agrbpecuario que son . precisos y exactbs (24) .

- Método de Volhard : Este m&todo empleado en la presénte
investigacién'para determinar la concentracidn de cloruros en

la leche de vaca como un parémetro més para'detectar la pre- -

' sencia de mastitis es. un método de valoracién indirecta o por
retroceso; que permite determinar otros aniones que precipita
vCOn la platé-(le,’Br—, I, SCN ). Se efectda en medio &cido

‘para lo cual se emplea &cido nitrico libre de cloruros y se'7~

agrega: - un exceso de solucién de nitrato de plata (AgNO3L -
de'concentracién conocida (19), gue precipita el anidn y se

. . ‘ ‘ + c i .o s 3 o
determina el exceso de Ag rpor retrotitulacidn con solucidn -

de tiocianato de potasio, también de concentracidén conocida,

empleando como indicador para detectar el punto final 'una so.

lucién de sulfato férrico amoniaco. La cantidad de cloruro -

(o de otro anibén en su caso) en la solucién de la muestra, se




8

calcula restando‘IOS'miliquivaléﬁtés de Tiocianato, usado:en”
la retrovaloracidn, del nfimero total de miliquivalentes de -
nitrato de plata agregados inicialmente a la solucidn mues-

tra (24).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacidn

La investigacidn se realizd en seis haciendas dedica-
das a la produccién lechera, localizadas en el Cantdn Cangre
jera, Jurisdiccién‘de La Libertad, Departamento de La Liber-
tad, ubicada a 15.4 km al este de dicha locaiidad; sus coor-
denadas geogréficas son 12°27'4" latitud ﬁorte, 89°i0'48" -

longitud oeste y a una elevacidn de lO'méﬁh (22).

C e

3.1.1. Caracteristicas climéticas‘del'lugér

;o .
3.1.2. Temperatura S

La temperatura promedio anuafhes de 26.8 °C, la maxima

en los meses de febrero a abril (34.2 °C) y la minima en los

. meses:de noviembre a febrero (21.4 °C)v (31).

3.1.3. Humedad ‘relativa
La humedad relativa promedio mensual es de 74% - (31), -

la minima en el mes de febrero 63%; y la méxima en septiem-

‘bre, 84%.

3.L.4Q Precipitacidn

La precipitacidén promedioc anual es de 1723 mm (22).

3.1.5. - Vienhto

La velocidad promedio del viento es de 1.7 en la escala
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de Beaufort, que corresponde de 6 a 11 km/hora (22).

3.1.6. Topografia

La zona se caracteriza por presentar una topografia pla

na, con pendientes que oscilan entre 1 y 2%.

3.1.7. Recursos hidricos
Cada una de las haciendas cuenta con su propio pozo de

agua, el cual abastece las necesidades de las mismas.

3.1.8. " Suelo
Los suelos predominantes en la zona son los Franco-areno
sos, franco; con menor frecuencia y espesor se encuentran -

los franco limosos y franco arcilloso-limoso.

3.1.9.  vVias de acceso

La principal via de acceso es un camino de tierra el -

cual comunica a las cinco haciendas con la Carretera Litoral.

3.1.10. ~ Material experimental

Se utilizaron:en la investigacidén 70 vacas éncaStadas =
Brahman—anmf$ﬁs§¢ que se encontraban en el periodo de lac-
tacidn 10 dias después del parto, entre el tercéro al sexto1
partd. |

3.2. Duracidn de la fase de‘cémpo

Esta se realizd en dos fases: - la primera fase pre—experi:-
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mental, la cual tuvo una duradién de 45 dfas comprendidos -
del 1° de noviembre al 15 de diciembre de 1994; y la segun-
da, realizada del 5 de enero al 15 de febrero de 1995 con

una duracién de 30 dias.

3.2.1., Fase pre-experimental

Esta fase se desarrolld en el Laboratorio de Quimica
de 1a,Fécultad de Ciencias Agronbmicas de la Universidad de
El Salwvador; eﬁ donde Se déterminé las concentraciones de
cloruros normales en leche cruda provenientes de vacas crio
llas sanas. Se utilizé para ello el método analftico de -
Volhard} método indirecto recomendado para determinar la pre
sencia de Cl1~ en leche. Con los datos obtenidos en esta fa
se se elabord una tabla de concenﬁraciones paré utilizarla
de referencia en la fase experimental. Para realizar esta
fase se muestred 48 vacas seleccioﬁadas,de acuerdo a la mis
ma raza eue en este caso fue la raza encastada, periodo de

lactancia 10 dias después del parto y un promedio de tres a

seis partos, siendo 192 muestras de leche analizadas.

3.2.2.v'Fase'experimental-

Para realizar esta fase, se escogid ia hacienda con hi
yor incidencia devmastitis; los andlisis se efectuaron en -
los Laboratorios dé Quimica y de Investigacidn de Proteccidn
Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Univer-

sidad de El Salvador y en el Laboratorio de Microbiologia de
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la Direccién General de Sanidad Animal del Ministerio de -
Agricultura y Ganaderfia (MAG).

En esta fase se analizd leche cruda de vacés criollas sa
nas y‘enfermas (a las que se les realizé primero'la prueba
California); la primera utilizada>como blanco o testigo y lav
Segunda para comprobar el método. Para detectar las leches
enfermas, se utilizd el método indirecto de volumetrfa por -
:precipitacién de Vthard v la prueba bacteriolégicé (prueba
directa). Esta ﬁltima prueba se utilizd como testigo de apro
bacién para lavvolumetiia.indirecta. Las muestras analizadas
se tomaron de 22 vacas criollas, 86 andlisis de leche cuya SE-

leccidn de vacas fue similar a la fase pre-experimental.

3.3.  Método para toma de muestras

' La metodologia para la toma de muestras de leche de va
ca fue igual en las dos fases de la in&estigacién en donde se
siguié los pasos siguientes :

- Se tomd las muestras antes del ordefio regular.

~ Las vacas se éeleccionar@n y se llevaron al iugar habitual
de ordeno, en donde se sujetd ia cola para impedir conta-
mihar los pezones que fueron desinfectados. Las zonas ayé
danas fderon-lavadas con agua y Jjabén, secadas luego con
papel toalla. .

- La ubre y pezones se desinfectaron con algoddn empapado -
en alcohol, con movimiento de abajo hacia arriba .(del ori

ficio del pezdén a la base), se utiliz® para ello todos -
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los trozos de algodén necesarios, hasta que el algodén conser
v6 su color blanco; luego de cada cuarto se eliminaron los -
tres primeros chorrbs de leche, posteriormente se tomaron las
muestras en tubos y frascos éstériles, lps cuales se destapa
ron al momento de la toma de muestras de leche, para ello se
evitd el contacto del pezdn con la boca del'tubo o frasco, -~
luego se>taparon y rotularon con los datos de la-vaca vy el -~
cuarto correspondiente; asi las muestras de lechebfueron'colg

cadas en hielera para su transporte.

3.4,  Método volumétrico de precipitacidén

3.4,1. M&todo de Volhard. Método indirecto

. Principio.

‘La valoracién de Volhard para la determinacidn directa
del idén plata o para la determinacidén indirecta de varios io
neé gue forman sales de plata4insolubles,’es un ejemplo de va
loracién volum&trica de érécipitacién, en la cual se determi
na el pﬁnto‘de equivaléncia por la formacién de un ién cbmplg
jo coloreado soluble.

Se utiliza el hecho'de que él‘ién férrico en medio &cido
forma uﬁ complejo de colof rojo'sangre\intenso, con tiociana

to.

Fe T+ son”

Fe scNtt

Para efectuar la valoracién de Volhard es requisito impor
tante realizarla en medio Acido, con el objeto de evitar la
disociaciones &cidas intermedias que experimenta el i6n férri

co, v que enmascararfia por. completo la primera aparicién del

S

/
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++

ién Fe SCN de color rojo sangre (8),

a)

b)

3.4.2. Recursos de laboratorio

" Materiales -

Pipeta;volumétrica 10 ml
Erlenmeyer de'250 ml

Probeta graduada de 10 ml
Bureta de 100 ml
Frasco‘lavador de'polietileno

Soporte para bureta completo

- Reactivos

Solucidén de nitrato de plata 0.1 N
Solucidén de tiocianato de potasio 0.1 N
Acido nitrico 6 N. |
Indicador sulfato férrico aménico

Nitrobenceno (8).

3.4.3.  Procedimiento del método de Volhard

Medir 10 ml de muestra de leche con una pipeta volumétri

ca y colocarla en un Erlenmeyer de 250 ml.

Disolver cada muestra en 15 ml de agua destilada.

 Agregar con probeta 5 ml de &cido nitrico 6 N (Anexo 14),

por medio de una bureta.
Agregar con cuidado y agitacitn 20 ml de solucidn estan-

dar de nitrato de plata (Anexo A-1l), hasta que coagule

el precipitado.
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5. Aﬁadir 3 ml de nitrobenceno,.agitar Y'aﬁadir 2 ml de in
dicador sulfato férrico aménico (Anexo A-13).
6. Titular despacio y con agitacidén constante con 1la solu
cidn estandar de tiocianato de potasio (Anexo AQlZ),‘cé
~locado en la bureta; hasfa que:aparezca un débil color

pardo rojizo que persista por un minuto (8)

3.4.4. Calculos

Los}gramos'dé cloro contenidos eﬁ la muesﬁra, se multi
plicé la diferencia entre los milieéuivalentes totales de'ni
trato de plata anadido y loé mililitros de tiocianado usados
en la retrovaloracidn multiplicado por el peSo miliequivaleg
te del.cloro y dividido entre el peéo de la muestra o ml de

muestra usada (8).

Foérmula

'35.46

5 de Cl = Sl AgNO3 anadldo x N—ml SCNK gastados X N)lOOO x 100

ml dermmstraxkaleche

'3,5,. Medios selectivos

Mﬁchps casos de mastitis sub-clinica.y clinica sdlo pue-
den ser'confirmados Por los métodos de cultivo, en donde el -
aislamiento e.identificagién de un microo;gaﬁismo éspécificd
presente en la leche es considerado como prueba.de que él cﬁag-

to de una ubre esté infectado,. afirmacidn cierta si la mues-




- tra ha sido tomada con la asepsia correcta; es por eso que -

se tomd el mayor de los cuidados a la.hora.de_recolectar las
muestras de leche de vaéa destinadas a los medios de cultivo
3).

_Para el aislamiento de bacterias causantes de mastitis -
presentes en las.muestras; se utilizé»medios.de cultivo se-
lectivosﬂcomot Agar sangre, medio # 110, Edwards y MéConkey;
en donde ée identificaron las bacferias més comunes‘céusan—
tes de esta enferﬁedad: Staphiloccds, Streétococcus y‘ggggg;

richia coli (3).

3.5.1. Medinagar‘Sanﬁre

Este tipo de medio se prepard en base a dds componen-

tes: .Agar nutritivo y sangre.
Para el agar nutritivo se pesd 23 gr de medio en polvo -
deshidratado diluidos en un litro de agua destilada mezclado

y calentado hasta llevarlo a punto de ebullicidn. Luego se

1lend con 18 ml'de medio en tubos de ensayo con tapdn rosca

de 16 x lSObmm, esterilizado a 121 °C a 15 1lbs. de presiéh,

durante 15 minutos (4).

Después de esterilizados se dejd enfriar los tubos con el
agar, en este momento se agregd l‘ml-de sangre;’para este ca-
so se utilizd sangre de carnero homogenizada, ‘el cual se hizo‘
con movimientos . oscilatorios y suaves, éon el fin de'obfener -

una mezcla perfecta; luego se vérti®. en placas de Petri estériles




dejando reposar hasta solidificarse.
Después de solidificado el medio de cultivo, se llevd a
cabo la siembré de 86 muestras de leche puras con una repe-

tici6n haciendo un total de 172 cultivos.

3.5.2. ' Medio # 110

El agar‘#'llo es selectivo para el aislamiento e in-
vestigacidn de estaphilococcus ya que posee manitoi y gela
tina. Para este tipo de medio se pesd 149 gr de polvo dég
hidratado de Agar # 110, diluidos en un litro de agua desti
lada; sekcalenté coh agitacién frecuente hasta llegar a pun
de de ebullicidn; luego sé esterilizé a 121 °C a 15 lbs. de
‘presién por 15 minutos en autoclave (4).

Después de esterilizado se déjé enfriar ei'medio a 47 °C
dejando repogar hasta solidificar} sembrando de igual forma

y nGmero de muéstras;quefelﬂAgar“Sangre.

3.5.3. ' Medio McConkey

El Agar McConkey es selectivo para aislamiento e inves

tigacibén de microorganismos entéricos, como la Escherichia -

coli, ya gue se encuentra en gran parte en leches martiticas.
Para este tipo de medid se‘pesafon 52 gr.de polvo deéhi—
dratado de McConkey diluidos en un litfo de agua destilada.
Se mezcld bien y se calentd con agitacién frecuente ‘hasta llegar/
a punto de ebullicidn; luego se esterilizd a'lZi‘?C a 15 1bs.
de presién por 15 minutos en el autoclave. Despuds de esterili-

zado el medio se dejé enfriar a 45 °C, en cuyo momento se
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virtieron 18 ml por placa Petri estéril, las cuales se pusie
ron a reposar hasta’solidificarse (4).

3.5.4., Medio Edward

Este tipo de medio se‘utilizé para la identificacién
1dé Estreptococcus, el cual fue proporcionado por la Direccién
General dé SanidadlAnimal,del Minisﬁerio de.Agricultura v Ga—
naderia (MAG), eanonde se prepafé de la forma sigﬁieﬁte :

Se pesaron 40 gr de agar base disuelto en un litro de -
agué déstilada.estérii; calentando hasta llegar al punto de
ebullicién, yva disuelto el agér se agregd l.ngr de Aesculina,
y se esterilizé luegoven,autoclave‘durante‘lé minutos a 15 1bs.
"de presién.

Después de esterilizado elzmédio se colocé en Bafio de Ma
riavcon el prop631£6 de bajarle‘lé‘temperatura a 45 °C, luego
}se agregdé 100 ml de sangre‘de carhero eﬁ donde se homogenizé
haéta que se inCorpofd bien la sangre en todo el medio. :Des—.
pﬁés-se procédid é colocar 15 miIilitrbs_de medio én cada una

- de ellas (3);'

3.6.  Pruebas bioquimicas -

Estas pruebas se utilizaron para identificar las espe-
cies de microOrganismoéjbacterianos presentes en los cultivos
selectivos, utilizando para ello medios y reactivos especia-

les para identificar las bacterias.
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| 3.6.1. 'Pruebafde:IMVIcv(Indbl,‘rojO'defmetilo; voges .

" Proskauer y citrato de Simmons).

Esta prueba se‘utilizé para identificar Escherichia -
coli y diferenciarla de otros bacilos entéricos como Entero-

bacter aerogenes.-

3.6.2. - Indol

Preparado a base de caléo nutritivo de Tripticasa soya
con tfiptéfano; sembrando én €l un inbculo de la bacteria de
iﬁterés; para ello se utilizé‘tubds de. ensayo cdn tapdn rosca
de 13 x; 100 mm conteniendo 5 ml de caldo nutritivo estéril,l
el cual se incubd por 72 horas a 37 °C. Pasado este periodo
.de incubacién se le agregé 20 gotas de'éter etiliéo; se mez-
clé v se dejb repoSar.por 10 min; agiegando luégo_lO gotas -

de reactivo de Erlich.

3.6.3. TRojo de metilo

Preparado a base de caldo Rm-VP (Rojo de metilo-Voges

. Proskauer) ; en‘donde se hiéo la siembra de un inéculo de la
bacteria de interés; para ello se ﬁtiliié tubos de ensayo‘c0n
ﬁapén roéca de 13 x 100 mm con-5 ml de caldolRM;VP estérii e
inCubando a 37 .°C, durante 72 horas; despuéds de este periodo

se le agregé 3 gotas de indicador,Rojd de metilo.

. 3.6.4. ' Voges-Proskauer -

Preparado a base de caldo Rm—VP,-én<ixﬁe,ﬂa sembr6 un




inéculo de la bacteria de interés, para ello se utilizaron
iubos de ensayo con tapdn rosca de 13 x 100 mm estériles con
5 ml de dicho,céldo, e incubando a 37 °C, durante 72 horas;
después de este periodo se le agregé 10 gotas dé iﬁdicadbr

Alfanaftol y 4 gotas de hidréxido de potasio al 40%.

3.6.5. Citrato de Simmons

El medio utilizado Agar nutritivo con azul de bromoti-

mol. Para la siembra se utilizd tubos de ensayo de 13 x 100

mm y 4 ml de dicho agar, la cual se esterilizé a 121 °C a
15 libras de presidn durante 15 minutos; sembrando el inécEJ”
lo, del fondo hacia arriba del bisel e incubando por 24 ho-

ras a 37 °C,

3.6.6; - Prueba de Catalasa -

 Esta prueba se realizé para diferenciar especies de

- Streptococcus y Staphylocdccus en donde se utiliz6 el reacti

-vo per6xido de hidrdgeno (H202) al 3%,'preparaao a base de 

una solucibn de Hzon»al 30% a una dilucién de 1.10 con agua

» 2
destilada.
-.Dicha prueba consistié en tomar de los cultivos que cre

cieron en Agar # 110, Edward y agar sangre, una cantidad de.

colonias bacterianas auxiliados con una asa bacteriolégica.

_ Transferidas luego a un porta objeto en donde se les agregd

1 gota de dicho reactivo, para hacer la identificacién respectiva.
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3;7."Recuento de colonias

'3.7.1. M&todo de la placa Petri vertida

- Con. este método se detectan bacterias coliformes, iné- -
cuas y patdgenas,. el nlimero total de bacterias viables pre-
sentes en las muestras de leche de vaca.

3.7.2. Preparac'l'o'n‘ de ‘dlluc1ones

Se preparo 6 tubos oon 9 ml de agua destllada esterll para ca
- da muestra, en _donde se hlZO qna se:le de dlluc1ones decima-
lv"es;lov sea 1 ml dé"m'uesl,tt'a-;o aiiuciéﬁ por 9 ml -de diluyeﬁte.
Antes dev‘preparar las dilucione;s se ,me_zclc’i ‘]_‘.as: muestras de leche de
_ vaca homgéneamente con movunlentos oys_cilatorios 7 luego con una ﬁ)ipetz_i -
o graduada estéril én forma verticai se tomé 1 mJJ de 1ecﬁe y traéhfiriendo ‘
‘aa un tubo con 9 ml de agua destllada esterll fonnando asi la prn.mera dl_‘
luc1on (l lO) Transcurrldos 3 segundos se homogenn.zo la d::.luc:.on de -
J_gual manera que la anter:\.or ;, Se torro asn. con otra pJ.peta graduada este
ril 1 ml de la dlluc1on 1 10 'y se colocd en un tubo - con 9 ml de agua des |
_‘t:Llada esterll foxmando asi la segunda dllllClOI’l (l 100) de 1gual manera
se preparo las dJ.luCJ.ones decn.males 81gu1entes hasta llegar a l: lO6
.kl 100,000) (14) IR |

3:7.3. Slembra de la pl‘a‘c‘a’ Petri

- Este ”pJ‘:oc‘eso se r_ea}.lzo ‘en una cama:ra‘de vt;,lujo_ laminar, -
aﬁxiliada de dobsv 'r‘necvhex%os tipo Bunéen, ‘en '<.i‘onde se ﬁtiliza_rdn :
iséis'ckaj‘as Petri estériles ‘por muestra, para las diluciones..'

Para reallzar 1a s1embra, se tomo con una plpeta gradua—

| da esterll l ml de la prJ.mera dilucidn - (l lO) ’ depos:.tando_ luego’ -
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en una.caja. petrl esterll la cual se identificé con. el nfi-

"mero de la muestra y la dlluc1on respectlva.

‘De la mlsma forma se sembro las dlferentes muestras y dl‘

luciones en placas petrl esterlles:auXLlladas a la vez con -

: pipetas‘graddadas estériles.

En todas las diluciones se hicieron dos siembras para ob

tener datos més_feéreééntativos_yvcbnfiableS‘ (3, 14).

3.7.4. Llénadd» de placasrPétri 

A cada placa petrl con su respectlva dlluClon se le -

'agrego 18 ml de agar nutrltlvo estéril fundldo,;agregando a .

45 °C v. mezclado con movlmlentos rotatlvos en forma de ocho.

Se dejo reposar las placas, hasta que el medlo se solldlflca—‘

. raj luego se 1ncubaron en forma 1nvert1da en estuga a 37 °C,

,dUrante 24 horas.

3 7. 5. :Recuento de coiohias

Las colonlas bacterlanas se contaron despues del perld

*do de 1ncuba01on, para lo cual se. ellglo la dlluc1on con cre-
"01m1ento de colonlas bacterlanas mas adecuada, utlllzandose
 para ello una camara de recuento de colonlas automatlca (3, -

VI T

»3;8.j$Mefodologia‘estadistica

3.8. i. Factores de estudlo '

Dos pruebas para la detecc10n de mastltls-. Prueba de -




concentracidn de cloruros totales y prueba bacterioldgica. -

v!3}8;24 'TrafamientOS'y descripcidn |

' TRATAMIENTO .= .. DESCRIPCION

"METODO 1. - ~Ind1ca el grado de 1nfecc1on
Concentracidn de cloruros de mastitis. ~
(varlable independiente) - .Dicha concentracidn. did el'—

" porcentaje de Cl que se mi-
did por el método volumétrico
de Volhard (metodo de pre01p1_

,tac1on)
*METODO;Z. : - Se.utilizd como testigO"rela—
Bacteriolbégico = . : tivo.ya que a través de ella

- (Variable depgndienté)t * se confirmd la presencia de -
B : . ‘ . bacterias mastltlcasL ‘ :

NOTA : Estadisticamente se tomd como variable independiente la

'concentrac1on de cloruros, por ser la variable en estu-
"dio.

A los resultados obtenldos se les aplicd la prueba de - .
correlacidn, para realizar su andlisis estadistico al
cual ayudd a cumplir otro objetivo‘planteado,.elaborar
~una tabla para poder determinar concentraciones que nos.
sirva como par@metro entre las concentraciones bacteria
nas causantes de mastitis. .y el porcentaje de concentra—j
~cidn de cloruros.

-3.8.3. Método éstadistico

~E1 metodo apllcado fue correlac1on llneal y su ‘expre-

510n matematlca es la 51gu1ente '

- . R - - v 2 — - D T —
vr" PRV R S 4y O R G VAR e
,r2' = Coeficiente de correlacitn
x = _'Va.r"iable" independiente
y = Variable dependiente

n . =’ Nﬁmero de observaciones (7). _ /




3.8.3.1. sSignificacidn :.
Se utilizd el nivel de-signifiéacién del 1%; para compro
bar la significacidn de correlacidn se ocupd la prueba de "t"

de Student.

- ' Hipbtesis estadistica

RI = RT

Hipdtesis nula, indica que entre la concen-
~ tracidn de cloruros.y el nlmero de colonias
‘bacterianas no existen correlacidn y que &sto

se débe a la casualidad.

RI # RT 'Hipbtesis verdadera, indica que existe corre
lacidn en la concentracidn de cloruros y el
nimero de colonias bacterianas70'sea que el -~

”valor obtenldo serd -tan grande o} mayor que el

Valor observadoi L7f.

3.8.4t ‘Toma'de‘datos

Los datos .a tomar fueron la concentra01on de cloruros
y el numero de bacterlas mastltlcas, los cuales se colectaron’

' tres veces por,semana por un perlodo de un mes.. 'Esto compren-

N

did la fase experimental.
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4.1;” Resultadbsty;discﬁsibhfaeflas5ggﬁébas=de“volumetria -

" indirecta y bacterloléglcas;'en muestras de leche sa-

" na

En los an&lms;s bacterloléglcos de estas muestras de

leche no se encontrd la presenc1a de bacterlas causantes

'f_de'mastitis, s6lo colonias de bacterlas 1nécuas

Se puede observar el comportamlento de la concentra016n

de cloruros Yy el nﬁmero de colonlas de bacterlas en la Gra--

‘flca l, y Cuadro l,'los cuales tlenen una relac16n dlrecta

- proporcional; 6 sea; a medida aumenta 1a concentraclén de -

cloruros; aumernta el nﬁmero de colonlas de bacterias, 1lo’

que 1nd1ca que los cloruros estén involucrados o juegan un

papel importante en el desarrollo de las bacterlas
Ségﬁn losxreéultados»estadisticps de correlaci®én lineal

simple*sezda'uﬁa relacioén en las.concentraciones de CL™ y - -
el ntmero de colonias bacterlanas del 0. 973 el cual tiene -

alta 51gn1flcanCLa al 1% en donde se puede asumlr que hay

4‘una relacién bastante~ acertada; obtenlendo adem&S“un coefi

7 cien£e>de'variacicn'del 1;13%,,el cual indica la precisidn

de la inveStigacién, en:donde'cénStituye'una-ilustracién de

error relativo y la poca variabilidad en cuanto a la repetl

bilidad de los andlisis.




Cuadro 1.- Correlaci6n en la concentracién de cloruros y el n@mero de colonias bacterianas en -
leches sanas, '

X Y X Y
n / Ccl 7/ | xNcB n | /¢l / T wes
1 ~0.010 ) o 30 0.073 | 50
2 | o.012 o 31 | 0.075 50
3 0.013 1 o |32 | o.076 50
4 0.017 0 33 0.078 | 50
5 | 0.018 100 {34 | o0.079 50
6 | 0.028 | 1w |3 0.080 60
7 0.032 | 10 | 36 | 0.081 ‘ 60
8 0.34" . 10 37 0.082 60 % = 4.032
9 0.031 | 10 38 0.083 60 % = 0:0695
10 0.042 Sl 10 39 | o0.084 ) 60 x?= 0.325122
11 - 0.045 : 20 (40 0.085 - 60 .~ xy= 229.52
12 | 0.046 . 20 0 a1 0.086 60 | y =2660 n= 58
13 ©0.048 20 42 0.087 70 y = 45.862
14 | 0.049 20 |43 ~0.089 - 70 v2= 168600
15 0.050 20 ] 4a 0.090 : 70
16 0.053 | 20 45 0.094 © 70
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Continuacib6n Cuadro 1l.-

17 0.055 30 46 0.096 80
18 0.056 30 47 . 0.097 80
19 0.057 30 48 0.099 80
20 0.058 30 49 0.100 80
21 0.060 30 - 50 0.101 80
22 0,062 30 51 0.103 80
[ 23 0.063 130 52 0.104 80
24 0.065 30 53 0'105., 80
25 0.066 30 54 0.106 80
26 0.067 40 55 0.108 90
27 0.068 40 56 0.112 90
28 0.069 40 57 0.113 100
29 0.072 40 58 0.114 100
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" Resultado y discusifén de las pruebaS*de:volumetria

“indirecta y bacteriol8gicas en muestras de leches-en

" proceso de transicién,

Cuadro 2. Correlacién en la concentracién de cloruros y -

el nGmero de colonias bacterianas en leches en

perfodo de transicién,

No ' Concentracién 'Nﬁmero,dé_colonias
S . de. cloruros ... .. . . bacterianas ..
1 0,117 1500
0.118 ; ' 120
3 50.120_ 1600
4 0.122. . 1300
5 0,124 o 4 1400
6 0.127. . 131
g 0,131 o 1400
8 0.138 | o _-‘140
::gv_;' 0.997 %= 0;124607
Ly = 7591 SR - % - 10471161
% =: 6;125-_ Cmwy = 933,217
§. = o48.87 o o fn'»};_' 8 -
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‘A través de cultlvos bacterloléglcos se pudleron determlnar -

los 51gu1entes agentes causales "Staphylococcus aureus y -

,Streptococcus agalactiae.

- Los datos de las;muestras;dél Cuadro 2, son leches enfer

mas clasificadas.como leches En transicién, por no presentar

-Vrelac1on en. la concentrac16n de cloruros con el nﬁmero de -

colonlas.bacterlanas (Flg. 2).

Esta variacién de colonlas se da entre las concentrac1o—

’nes de cloruro que 0501la de 0. 115%"a 0.147% esto se podria

 deber a la etapa de. 1nva516n, en la cual los mlcroorganlsmos

pasan del exterlor de la ubre a la c1sterna de‘la leche, don

de hay una reaccién propia de los tejidos a la penetraﬁién -

. de estos agentes,'coﬁo: exudado inflamatorio:¢on un ntmero
mucho mayor de leucocitos y cloruros,en’la‘leche;jque,dah -

'-Vlés cdndiciones adecuadas péfa_él desaerllo de éstas bacte
‘rias productoras de mastitis,’sin ninguna manifestécién cli-

‘nica, ni alteracién gue pueda ser observada (3). En este momen-

to puede haber una recuperac1on, esponténea y la 1nfecc16n -

puede pasar desapexcibida; pero cuando la infeccibén persis-
te, los microorganismos contlnﬁan multlpllcéndose, las defen -
‘sas de la ubre 51guen~en descenso y se da la invasidn del te -

'jido glandular con una reaccidn inflamatoria. -

Lavsusceptibilidad del tejido mamario a la infeccién va

‘ria de vaca a vaca, jugando un,papelVimportante'la'presepfx

cia. o. ausencia de“los' bacteridfagos que controlan la in

vasidén bacteriana, en especial la invasidn estafilocbcica;
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esta presencia deﬂmicroorganismos'no patbgénos en la ubre,
causan un estfmulo local del mecanismo de defensa,'el cual
es suficiente para evitar.-el establecimiento de una infec-
cidn cuaﬁdo nuevos microorganismos ée introducen en la glan
dula mamaria, | |

De écherdo al andlisis estadistico estos. tipos de leche

no presentan relacidn en cuanto a la concentracién. de cloru

ros y el ntGmero de colonias bacterianas por lo que se asume

‘que el,método de correlaéién lineal no fue capaz de percibir

la fase transitoria de la enfermedad. Ademés sé obtuvo un -
coéficiente dé variacidén de 5.71%; él cual iﬁdica'el grado'>
de errores comeﬁidos.

'Es por ello que esta fase s6lo pudo ser énalizada”en for

ma técnica.

4,3, Resultados y discusién de las pruebas de Cl~ por volu-

metrfa indirecta y bacteriologfas en muestras de leche

enferma

A través de‘cultivos bacteriolégicos se pudieron deter

minar los -siguientes agentes causales: Staphylococcus au- -

reus, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli.

"Al analizar los datos. (Cuadro 3), obtenidos en los ana-
lisis de las leches enfermas, que se visualizan en la Figu
ra (3), se ha observado un comportamiento similar a los de

leches sanas; cuya tendencia es una relacidn directamente -

proporcional.




Concentracidn de cloruros : Nlmero de colonias bacte
rianas. Esta relacidén se podria explicar, con base a lo
dicho por (5; 6,‘30), que cuando un microorganismo atra-
viesa el pezén y llega a la cisterna de la leche, hay una
reaccidn propia de los tejidos a la penetracidn dcasionag
- do un edema intérsticial, lo,que provoca un gumento de leu
citos gue trae como consecuencia gue la leche presente -
'"clorufos ae la sangre", estcvocésiona el aparecimiento ae
eritrocitos, lo que aumenta la'temperatura de la ubre y_en
vista de que la leche es un adecuado medio de cultivo, pro
porciona condiciones ideales para el desarrollo de bacte-
rias productoras de mastitis.

A través del andlisis estadistico de correlacién lineal
simple se demoétré la relacidn existente entre las dos va-
riables (concentracidén de Cl~ y nlmero de coloniés bacteria
nas); la cual fue linéal y,positiva, obteniéndose un valor
de d.644; el cual indica que es‘altamente significativo al
1%, asumiendo dé esta manera la relacidn existente entre -
las variableé.

ComprobandO‘su posiéiéh a través del coeficiente de'vg
riabilidad, el cual fue de 9.11%, .1lo que constituye una --
ilustracibén del error relétivo Yy denota poca Variabilidad‘4

en cuanto a la repetibilidad de los andlisis.




‘Cuadro 3. Correlacidén en la concentracidn de cloruros y el

nimero de colonias bacterianas en leches enfermas.

No. . Concentracibn S v_Nﬁmgro de.colonias
de -cloruros. C - bacterianas .
| X R Y
B 0.148 1800
2 0.162 L 1900
3 1 0.167 | . 1900
4 0.169 | | 2000
5. 0.171 ' , ' 2000
6 L 0.172 . 2000
7 0174 - 2300
8 ‘0.178 - 2800
9 0.179 . . 2800
10 0.183 . 3000
11 0.187 . - . 5000
12 0.190 = 40000
13 0.191. 70000
14 0.194 70000
15 0.198 S 100000
16 0.200 500000
17 0.203 - 900000
18 10.205 . . 1000000
19 0.207 - - 2000000 - ..
20 0.200 . 3000000 a més
T x = 3.687 Ll ‘%% = 0.685
sy = 7728200 y? = 1.5082001 x 1073
X = 0.18435 5 xy = 1587849.3
7 = 386410 . - n. = 20 |
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5. CONCLUSIONES

La concentracién de cloruros, posee una relaci6n directa

- en cuanto al aumento del n@mero de bacterias dentro de -

una colonia,

Las concentraciones normales de cloruros en leche cruda

de vaca en la zona costera del Departamento de La Liber-

tad,.oscila'de 0.010% a 0.114%,-cén'unvméximo dé 100 co-

" lonias bacterianas inbcuas.

Las concentraciones de cloruros mayores de 0.148% con un
mfAimo dé’lSOO‘colonias bacterianas patSgenas (Strepto-

coccus agalactiae,'Staphylococcus aureus y Escherichia -

coli), se consideran como leches enfermas de mastitis o

.Las concentracjones de cloruroé de 0.117% a 0.138% con un-

nimero variado de colonias bacterianas (in6cuas y patége
nas), se consideran como leches con perfodo de transicidn

de sanas a enfermas o mamitis,

- Los resultados de la evaluacién estadisticas demuestran la

‘relacibtn directa y proporcional entre las concentraciones

de cloruros y el nimero de colonias bacterianas en donde -
se obtuvo precisibén y la exactitud gue avalan la confiabi-

lidad de la metodologia presentada.
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6. RECOMENDACIONES

De los resultados obtenidos se determind la té&cnica de -

volumetria por~precipitaci6n, métodb de'Volhard se debe

‘utlllzar como otra prueba 1nd1recta para la deteccién de

maStltlS

 Real1zar otros restudlos en cuanto a-la concentrac16n de

“'cloruros en otras zonas ganaderas del ‘pals con el método

de Volhard para la cuantlfrcac;dn de cloruros; comparado

siempre con las pruébas bacterioclfgicas y bioquimicas.

”Se recomlenda a’ los ganaderos de la zona poner en covtrot‘

a las vacas que muestren leches con concentra01ones que -

-estén en perfodo de transicidn de la_enfermedad (0.117 -

0,138),‘como‘una medida para eliminar la enférmedad>én el

"hato.

Reallzar la prueba cada qulnce dias, pard tener un. mejor
control de la enfermedad en el ganado lechero Yy mlnlmlzar’

las pérdldas econémlcas

‘Investigar y desarrollar Otros'métodos'indirectés para la

detecc16n de la maStltlS que se basen, en alteraciones fI1

‘51cas, quimlcas, bacterloléglcas, etc. en la leche.
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- Que la 1nvest1gac1on se continfe en otras zonas a fin
de establecer parametros sobre. concentrac16n de cloru

ros propios de El Salvador.

- - Comparar concentraciones de cloruros en vacas encastadas

razas . puras.

N3
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A-1,- Cédlculo de correlacién-de leches sanas.

Sumatoria de X ( Z—CL_7 )

+X .+X e @ 85 o X

1 2 3 n

s X = 0,010 + 0,012 + 0.013 + .... + 0.114

= X = 4,032,

Sumatoria de Y (NCB)

=Y =y, + ¥2 Y b Yy
=Y =0+0+0+0+ 10+ ....+ 100
5 Y = 2660
MEDIA DE X MEDIA
X ==X/n Y ==
< _ 4,032 5 -
058
%= 0.0695 7 =

| -Suma‘dé,cuadrado'defx :

2 _ (= x)2

n

~ (0,010 + 0,012 + ...
‘ | 58

SCX

i

0.325122 - 0.2802

scx ‘0.448284f
Suma de Cuadrado de ¥

) (=2 ¥)2

n

0,114 2

DE Y

Y/n

2660

58

45.862

(0,010)% + (0.012)% + ..., + (0.114)% -




ixz - (E_X),Z/n

_?_xy_-:(xi X'yq) _+‘ (X5 x Y0+, + ( Xn x ¥Yn)

Sxy = (0,010 x 0) + (0.012 x 0) + ... + (0.114 x 100)
= 229.52

. Sustituyendo en b

b = 994,99241

- 58 -

cr = 0% + 0% + 0% 4 02

S e S
£ 102 .. 1007 _ (QHOXOFOH 10+ i+ 100)%
' ‘ 58
SCY = 168600 - ~=29-20
' 58
SCYy = 46606.8‘97

Prueba de. correlacién paraAleches sanas.

3RV - (E2X.TY)/n

V » — - [
E*.X2—(2x)2/n. ZY‘?- (= Y)2/1"1

229.52 - 184,916

/ ) / ’7" .
0.0451 x 46606.,9 o r = 0,973

b _ZTXY = -'(}f ;X'.‘E y)/n

S xy

229,52 =~ (4.032 X 2660)/58
'0.325122 - (4.032)2/58
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A-2, C&lculo de correlacion de leches en transicién

Sumatoria de X

X = xl + x2 + a0 0 + Xn
X = 0.117 + 0,118 + ..... + 0,138
>X = 0.997
Sumatoria de Y
Z Y = Yl + Yz + ® & 8 & 0 0 + Yn
SY =.1500 + 120 + ..... + 140
>Y = 7591
PROMEDIO DE X \ PROMEDIO DE Y
s x _ | §=.1_y
n o ' _ ' : n
- _ 0.997 .= _ 7597
X =. Yy & ——
8 8
X = 0.126 ¥ = 948.87

Sumatoria cuadrada de x

scx = $x% - (xy)?/m ' ,

o, 2 2 2 ‘ 2 2
SCX = (0.117)% + (0.118)°% + (0.120)2%+ ....+(0.138)2-(7391)%/8
SCX = 0.124607 | | | ' |

Sumatoria cuadrada de v -

SCY = X y2 - (z;x)z/n

SCY = (1500)2 + (120)2+(1600)%+,..+ (140)%- (0.997)2/8

SCY = 10471161




S
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PRUEBA DE CORRELACION PARA LECHES EN TRANSICION

r= ‘ -
Exz - (zx)?/n .zy2 - (E.Y)z/n

t

933,217 = (0.997 x 759y)/8 i

r = , !
0.124607 - (0.997)%/8 x 10471161 - (7591)° /8
r= 0,3772
2 (zn?

¥ x
: n

S Xy = (Xlxyl) + (x2 xy2) toeeees t (XnXYn)

T xy = (0,117 x 1500) + (0.118 x 120) + .... + 0.138 x 140)

= xy = 933,217

_ 933,217 = (0.997x 7591)/8
_ (0.997)2
ki

b

0.124607

b =~36301.807
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" A-3. Cé&lculo de correlacién de leches enfermas,

Sumatoria de x

2X= X1+X2 e o e v o +Xn
Sx = 0,148 + 0.162 + 0.167 ..... + 0.209
2x = 3,687
Sumatoria de y
SY = ¥yt Yy eeeees T Y, '

Sy = ‘1800 + 1900 + 1900 + ...... + 3000000

sy = 7728200
PROMEDIO DE X PROMEDIO DE Y
= —= : . § = XL
n n
- _ 3,687 | = _ 7728200
20 : 20
X = v

0.18435 y = 386410

Sumatoria cuadrada de x

scx = 3 x° - (z:y)z/n
soxX = (0.148)2 + (0.162)2 + (0.167)2 ... + (0.209)2 - (1800 + 1900
+ 300000)2 /20 |
SCX = 5.30155 x 1073
Sumatoria Cuadrado de y
¥ = =y -(30%m
scy = (1800)2 + (1900)2 + (1900)2 + ... + (300000002 - (0.148 + 0,162
| +0.167 ... +0.209)2 /20,
scY = 1.2095747 x 1013
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PRUEBA DE CORRELACION PARA LECHES ENFERMAS

—

— -

zx® - (30%/m . =y* - (292 / n

- 1587849,3 = (3.687 x 7728200) /20 o

0.685 - (3.687)2/20. 1.5082001%3

r = 0.644

b :=' EXY ,_‘,.(lf_x LSy / n -

C S 2
pAPCR - R

2 xy = (xg % yy) Ry X yy) b+ (g .oy

13000000)
Sxy = 16315563
16315563 = (3.687 x 7728200) / 20
R - (3.687) 2"
20

5.30155 x 1073 -

‘b = 30775081

S xy = (0.148 x 1800) + (0,162 x 1900) + ..... + (0.209 x-

e 1 -
- (7728200)%/20
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~ A-4, Prueba de'hipdtesis para leches sanas.

H, CD = 0
Hof’fo‘
g Y
t=r n-2 >
1l - r°.

’ ¥
t=0,973 ¥V 58-2

1 - (0,973)2

t = 31,547
t (tabla) = 0.250 al 5%*%

3;476_a1 TS**

‘Altamente éignificatiVo'al'l%,v'

Significativo al 5%




_64 - ’A

'-'A.S. Prueba de hipdtesis correlativa para‘leches en transi-

cién,:
Ho = 0
\ B 700
L ——
t=r Y o on-2
1 _ r2.

0.3756 V. g ..

‘ . ‘.\/f
ot
Il

'1-(0.3756) 2

£ = 0.9927129
t(tabla) = 0.707 al 5% *
‘ 5.959 al 137S

oo

No significativo al 1
Significativo al 5%

A.6. Prueba de hip6tesis correlativa para leches enfermas.

H, =0
3 Hy # 0 » | | 7
1-r2 - 1-(0.644)2
t = 5,545 5,55
t (tabla) = 2,101 al 5%*

3.922 al 1¥**
Altamente significativo al 1%

Significativo al- 5%.




N

- 65 -

A.7. Coeficiente de correlaci6n para leche sana

S = "\/ » 2 (X—}_() 2 CV.':

‘n-1

=V 0.0448285
57

Ccv

S = 0.0007864

A.8. Coeficiente de variacién para
transicién. '

N SN A , v =
S V(a(de)J v
n-1
— - ‘»
S =V 4.000357 . Qv =
7

S = 0.0071414
A .9. Coeficiente de variacién para.

S = ‘/z (X—}_&) 2 " 7‘ LoV =

n-1

= -/ 0.0053685 o cV =
19 ’

S.= 0.,0168093"

~0,0071414

0.0007864
0.0695

x 100

leches en perfodo de -

X 100.
0.125

5.71%

leches enfermas.

0.0168093 % 100

0.18435

9.11%
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A-10. Concentraciones de cloruros por hacienda.
1 NOMBRE DE HACIEN- | CONCENT.
-1 pa CLE
PROVIDENCIA 11 0.66
1 0.018 12 0.67
2 0.032 13 0.069
3 0.046 - 14 0.073
i 0.050 15 0.076
5 0.057 16 0.082
6 0.060 17 0.093
0.068 18 0.096
0.075 19 0.101
9 0.082 20 0.104
10 0.084 21 0.117
11 0.087 22 0.138
12 0.094 23 0.162
13 0.096 24 0.172
14 0.101 25 0.210
157 0.104 LA ZORRITA ~ o
16 0.105 0.0062
17 0.108 0.010
18 0.112 3 0.017
19 0.119 " 4 0.034
1AS FLORES ‘ 5 0.037
1 ’ 0.017 6 0.044
0.028 7 0.058
0.032 8 0.062
0.042 9 0.065
5 0.045 10 0.069
6 0.046. 11 0.075
7 0.048 12 0.082
8 0.050 13 £ 0.090
9 0.053 14 0.092
10 0.055 15 0.096
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No. | NOMBRE DE LA HA- |CONCENT,
~“+1 CIENDA CLE.
Cont. ZORRITA 20 0.106
16 0.101 21 0.113
17 1 0.107 22 0.117
18 0.117 23 0.124
19 0.119 24 - 0.127
20 0.201 25 0.131
21 DELICIAS DEL SUR
22 1 0.010
23 0.011
24 3 0.013
25 4 0.046
CUATRO ACES A 5 0.048
1 0.010 6 0.050
2 0.012 7 0.051
3 0.046 8 0.053
4 0.049 9 0.055
5 0.053 10 0.056
6 - 0.054 11 0.059
7 0.056 12 0.061
8 0.058 13 0.062
9 0.060 14 0.072
10 0.062 15 0.083
11 0.063 16 0.094
12 0.073" 17 0.101
13 0.080 18 0.102
14 0.081 19 0.106
15 0.085 20 0.110
16 0.086 21 0.115
17 0,087 22 0.117
18 0.090 23 0.119
19 - 0.099 24 0.120




- 68

NOMBRE DE LA HA-

No CONCENT,
* | CIENDA CLE.
CEIBA MOCHA
0.062
2 ©0.072
3 0.079
4 0.083
5 0,087
6 0.089
7 0.090
8 0.094
9 0.101
10 0.107
11 0.112
12 0.117
13 0.114
14 0.120
15 0.120
16 0.121
f 17 0.122
18 0.123
19 0.124
20 0.125
21 '0.126
22 0.127
23 0.131

24




- Anexo ll._’Preparacién de solucién estandar de nitrato de -
" plata 0.1 N. |
-Procedimiento‘; | |

Desecar en estufa a 110 °C durante una o dos horas, en
pesafiltro limpio y seco, nitrato de platavde_gradO‘reacti—
vo'analitico, enfriarvy pesar ai miligramo 16,989 g, disol-
ver en agua libre de cloruros, aforar a un litro de frasco
Volumetrlco, tapar el frasco Volumetrlco, mezclar blen la so
~ lucidn por agltac1on, rotac1on evlnver51on del frasco volu-
1métric0~varias,veces;,]LaSVSolucioneé valoradas de nitrato -
de pléta, deben pfotegerse cohtra:el éoivo; que produce re-
duccién de la plata y de lalluz,quev§r0v0ca una réduécién‘féy

toquimica (8).

Anexo 12.-‘Pfeparac16n.de solucién’de tiocianéto de potasio
0.1 N. |
Procedimiento :

Pesar en bélgnzavanalitica 9.84g'de tiocianato de ?otam
sio‘calidad:reaétivoianélitic¢; transferir a4un frasco vblEA 3
métrico dé 1000 ml, agregérvégua destilada suficiente‘para
disolver el tiocianato de potasio; llénar con agua destiléda
hasta la marca. .Tapar el frasco y-mezcla: bien la solucidn
repetidas veces. |

Estandarizacién de la_soluéién de tiocianato de‘potasio:

Medir con pipeta volumétrica 25 ml de la solucidn 0.1 N --de
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nitrato de plata y colocarla en'un'Erlenmeyer limpio de -
250 ml. Agregar ‘5 ml de dcido nitrico 6N, luego 2 ml de in
‘dicador sulfato férrico amdnico y 20 ml de aguavdeStilada.
Llenaf una bureta de 50 ml con solﬁcién.de tiOCianato>de‘§9'
tasio y valorar hésta obténer una»coloraciéh;perceptible Yy
‘permanente’de color pardo rojizoidébil que persista por un
minuto. | | | |
Calcular. la normalidad.de la solucidn de tiocianato de E

potasio. Repetir la,titulaéién‘pof io menos con dos alicug
tas adicionales dé la sélucién de nitrato de élata (B)." |
| calcular el pfomedio de los tresﬁvaidres obtenidoé Yy ano
. tar la normalidad en el en el frasco qde con;iené la solu-

cidén (8).

Anexo 13. Pfeparacién dél indicédor sulfato férriCO-amGni—_
Vco. ”
"ES‘uﬁa soluéién saturada—deyalumbre férrico,‘Fe(NH4)~
(SO4)2 12 H,O en acido nit:iCO'concentradé.
Pesar’35 gramos defsal,'agrégaf dcido nitrico concentra
do hésta que’deéapareécaiei colér pardo,rojizo, llévar‘a V9”

lumen de 100 ml en agua'destilada (8),

Anexo 14. Preparacidn de la solucidn de &cido nitrico 6 N
Para la preparacién’de esta concentracidn se emplea la
- f6rmula Vl'C1,= V2C2, en dog@e :

Vl  = Es el volumen quekse desea preparar




¢, = ILa concentracidn 6N a preparar
V2,=- Es el volumen de &cido nitrico concentrado a agregar.
C., = Es la concentracibn que tiene el &cido nitrico concen

trado (14 N). .

Encontrando el volumen de dcido nitrico concentrado,

disolver el agua destilada y aforar al volumen a preparar -

(8).

‘Anexo 15. Coloracidn bacteriana de Gram

En este método de coloracién, las bacterias se dividen -
en dos grandes grupos: Las'quejconservan el cristal Violeta"
llamadas "Gram positivas" y las que se decoloran y se tifien

con el colorante de contraste (safraniha), llamadas "Gram ne

gativas”.

Enestemétddo se uﬁilizaron-los‘coldrantés vy réabtivos
Violéta sbluciénvalcohol;lugol, alcohél—acetona,y safranina.
Para élio se pfeparé un frotis de~Cada una7de las diferentes -
colonias baqterianaé,que se dééarrollardn en loéAmedios de -
cultivos selectivoé, los cuales sé'dejafon secas al:airé y -

fijaron a‘la.llama delrmechero; luego se prbcedié de la si-

'guiente manera : -

a) El1 frotis fijado se cubrid con cristal viqleté'un'minutb,
se la&é,luegb con’ggua ae chorro. |

b) Se cubrié,conflugol un minuto, se escurfi6~y se lavd con
agua;de chorro (14). |

c)  Se afadid alcohol acetona hasta que escurrid incoloro de




d)
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15 a 20 segundés (este paso &s clave.para la coloracién,
luego se lavd con abundante agua. |

Se cubrid el frotis con safraniha por un minuto, se lavd
luego con agua y secado al aire, ya seco se observd al -

microscopio con el objetivo de inmersidn (14).




