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| La presente 1nvest1ga01on se efectuo en seis haciendas dedrcadas a la produccion

: E.,.llechera ubrcada en la perrfena d_e la crudad de San Mrguel cuyas boord‘en_adas"

T geograﬁcas son las siguientés :.

Lk 13 grados 28 mmutos latrtud norte y 88 grados 11 mrnutos longltud oeste y a una

‘ elevacmn de IOOmsnm o ‘
| v' El objetlvo del estudio fué - evaluar el método de- poten01ometr1a dlrecta como una
- alternatrva para la deteccron de mastltrs técnica: basada en la concentrac1on de cloruros |

: presentes en. leches crudas

" E desarrollo del trabajo tuvo una duracién de 69 dias 30 de los cuales*
' correspondreron a la fase pre - experrmental donde se determmo las concentrac1ones de
cloruros de lechie cruda provenrentes de vacas sanas y: enfermas los- 39 dias festantes

s¢ utilizaron " en la fase experrmental A la hacienda que presento mayor 1ncrdencra de |

7 mastitis se les evaluo todas las vacas en produccron y las muestras de leche fueronf .

sometrdas a anallsls quimicos ymrcroblologlcos

' ",Pa-ra la toma de muestras se utrhzaron 81 vacas encastadas (Brown - Sw1ss -

Brahman) chhas muestras fueron’ anahzadas en la Facultad de Clencras Agronomlcas de

la Unlversrda(‘i;. de El Salvador, asi (;omo en los Laboratorlo_s de 'Mrc-ro,blologl_a de_ la

: 'Di'réécic')n Gen'eral de Sani‘dadj 'Vegetal y Animal del Mrnlsterro de. Agrlcultura y.

Ganaderla (MAG) A los resultados obtenidos se les apllco la prueba de correlacion . .

Yy de reoresron para realizar el ana1151s estadistico.

» '-La correlacmn lrneal permrtro determmar tres tlpos de leche :

_‘ a) Leches sanas, en: la cual el rango de concentracron de cloruros es de 0077 a 0. 114 ' A

- % y urméaximo de. - 100 colonias - bacterlanas..




‘v'b)"LecheS' én ﬁrocesos de transicion, con concentracion: de cloruros de 0.117 a Oi1_38"_f
%y un numero varlado de colomas | | :
"-c) Leches. enfermas con concentracmn de cloruro de 0:140a0.332 % yun minimo de

1,700 colonias bacterlanas patogenas

Para verlﬁcar el grado de dependencm entre la concentracmn de cloruros y el nimero

de colomas bacterlanas se hizo un anahsls de varlanza de regres1on ( ANVA) en el

“ cual " se ‘obtuvo en. las leches sanas y enfermas una alta 51gn1ﬁcan01a al 1% y en las

leches en proceso de transncmn no se: obtuvo mgmﬁcancna

En base a los. resultados se concluyo que entre fas leches sanas y enfermas ex1ste una.
relac1on dxrvectamente‘ prgpormonal con la concentracion- de : cloruros y el numero de‘

" colonias bacterianas . 'En cuanto, a’ las leches - en tradsicion no hay una- relacxon

dlrectamente proporcmnal con fla‘ concentracion de cloruros y el - numero de.colonlas

bacterlanas
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Dada la importancia que la leche tiene en la alimentacién humana, se exige que la calidad de
ésta se inicie desde su produccion, uno de los factores que ha limitado en gran medida este

objetivo ha sido la presencia de mastitis en las explotaciones lecheras .

La mastitis es la enfermedad mas comtin y costosa que padece el ganado lechero en el mundo
entero. Existe donde quiera que hayan vacas, ya que sin duda alguna no hay un solo rebafio de

ganado lechero en cualquier parte, sin importar su tamafio, que esté absolutamente libre de este

mal. (30 ).

El diagndstico precoz de la mastitis, da como resultado efectuar el tratamiento oportuno para
evitar que la enfermedad progrese y se haga incontrolable. En esta investigacion se determind
la concentracion de cloruros en leches crudas por potenciometria directa, técnica electro-

analitica que permite determinar la presencia de mastitis en su estado de inicio o latencia.

El método potenciomém'éo , permite superar las dificultades que presentan las técnicas
tradicionales de determinacion de mastitis, dado el alto grado de especificidad que posee el
electrodo selectivo para cloruros, lo que permite efectuar determinaciones muy exactas y
precisas en el circuito de medicion potenciométrica empleado para este trabajo de

investigacion.

El presente estudio se realizo en 6 haciendas lecheras del departamento de San Miguel, lugar

en el cual no se han efectuado invéstigaciones de este tipo.

Para el analisis estadistico se efectud una prueba de correlacion para observar la relacidn que
existe entre las variables (concentracion de cloruros y el ntimero de colomnias bacterianas ) y

para verificar el grado de dependencia entre las variables se hizo un andlisis de varianza de

regresion.




=

Se espera que el método de Potenciometria Directa sirva como una alternativa para determinar

- mastitis en el ganado lechero de una forma exacta y eficiente que contribuya de esta forma a

mejorar la calidad de la leche.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 La Leche.
La leche se define como la secrecion lactea obtenida por el ordefio completo de una o mas
vacas sanas, que contengan no menos del 3% de grasa y no menos del 8.5% de sélidos no

grasos y que esté libre de calostro.
Es un liquido segregado por las glandulas mamarias de las hembras de los mamiferos, tras el
nacimiento de un cria, es de color blanco opaco amarillento, sabor dulce, reaccion idnica de pH

6.5 a 6.7 y de composiciéon quimica compleja. (1,2 ).

2.1.1 Formacion de la leche.

La vaca lechera convierte el alimento en leche, las materias alimenticias digéridas son
transportados a la ubre o a las glandulas mamarias por medio de la corriente sanguinea. La ubre
contiene alvéolos en donde el alimento se convierte en leche, y queda almacenada en ellos y en
las cisternas de. la ubre hasta que es extraida mediante el proceso de ordefio o por la
amamantacion de los terneros, la secrecion de la leche en la ubre es mucho mayor
inmediatamente después del ordefio. A medida que aumenta la presion en los alvéolos, la
secrecion disminuye o se detiene. -

A las vacas de alta produccion se les puede hécer que produzcan mas si se ordefian tres o

cuatro veces al dia, ya que con los frecuentes ordefios se mantiene baja la presion.(18 ).

2.1.2 Composicion de la leche.

La leche es una mezcla compleja de sustancias alimenticias, la composicion de éstas en un litro

de leche es como sigue: (2)
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TABLA i COMPOSICION DE UN LITRO DE LECHE

GRASA HIDRATOS DE CARBONQO PROTEINAS PIGMENTOS ENZIMAS

(40.0 gramos) (49.0 grs) (35.0 grs)

Grasa 39.50 grs o Lactosa Caseina 28.0 grs. Riboflavina Amilasa

Fosfolipidos 0.35grs o« Glucosa B galactosa Lactoalbumina 5.0 grs « Carotenos Catalasa

Lecitina B -lactosa Lactoglobulina B3 Carotenos Esterasas

Cefalina A - Glucosa Pseudoglobulina Xantofilas Lactasa

Esfingomelina 3 - Galactosa Euglobulina Peroxidasa

Colesterol 0.15 grs Proteina soluble en Fosfatasa

‘ alcohol 2.0 gr. Proteasas

Flavoproteinas | : Reductasa
Aglutininas ( Xantinadehi-
Proteina de la drogenasa )

membrana del globulo

graso.
VITAMINAS SALES AGUA
— - -
Liposolubles : Pﬁdrésolubles I Blélsicas Acidas I ( 869 grs.)
Vitamina A 1.670 Ul Inositol 95.00 mg. ' Potasio 1.480 mg. Ac.. Citrico 1.800
Tocofteroles (E) 832 mg. Ac. Ascorbico 20.30 mg Calcio 1.160 mg mg.
‘ Vitamina D 24 U.L " Ac. Panto - 3.40 mg Sodio 410 mg Fésforo 1.800

Vitamina K ? tenico ) Magnesia 110 mg Cloro 1.020
Acidos grasos esernciales Riboflavina  1.80 mg Zinc 330 mg Azufre 102
Linoléico - Niacina 1.40 mg Hierro " 0.30 mg Silice 1.9
Linolénico Piridosina 0.93 mg Moliboléno 0.04 mg Yodo 0.2
Araguidénico Tiamina 0.40 mg Cobre 0.15mg  Fluor 013

Ac. Folico  0.14 mg Manganeso 0.03 mg -

Brotina 0.03 mg Litio

Ac. Para - Estroncio

amimo - benzoico ? Aluminio

Colina ? Boro Trazas

Factores ? ‘ Titanio

Vanadio
Rubidio | I,
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La leche es un alimento completo, proporciona proteinas que reemplazan y reparan los tejidos
del cuerpo, contiene minerales fundamentales para la formacién de huesos, dientes y el

desempefio de otras funciones; constituye una excelente fuente de aziicar natural, vitaminas y

grasas. (10,31 )

2.1.3 Factores que intervienen en la produccion y la composicién de la leche.

La cantidad y composicion de la leche que produce una vaca presenta variaciones importantes
que se deben a los siguientes factores: |

Raza del ganado, herencia, salud, edad de los animales, tipo de alimentacion recibida, periodo
de lactancia, gestacion, frecuencia- de ordefio, intervalo entre ordefios, condiciones
climatologicas, individualidad de la vaca, ete. (1).

Estas variaciones son debido a algﬁnos de estos factores:

Edad: Se considera que una vaca esta en su plenitud del tercero al sexto periodo de lactancia,

inclusive, todos los datos disponibles indican que el porcentaje de grasa cambia muy poco

durante sus primeros seis periodos de lactancia, despu€s de ese tiempo hay una disminucion

gradual.

Alimentacion: La mayor parte de los ganaderos atribuyen cualquier cambio en las pruebas de
la leche a la alimentacién. Cuando se dan cambios subitos o radicales en ella pueden afectar el
porcentaje de grasa en la leche, debido a que la fermentacion en el rumen es defectuosa y
disminuye la produccion de acido acético y otros acidos volatiles principales formadores de
acidos grasos; pero cuando se vuelve a la alimentacion regular, el contenido de grasa pronto

tiende a regresar a su nivel normal en la vaca o hato afectado.

Lactancia: Cuando la vaca pare, la pnimera leche que secreta es llamada calostro, esta difiere de
la leche normal en que es mas espesa y amarilla, quimicamente contiene mas albumina,

caseina, globulina, cloruros y otros minerales; ademas menos lactosa que la leche normal.
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Los cambios de calostro en la leche normal se efectuan entre el periodo de 2 a 10 dias y la

leche se considera apta para el consumo humano. (2,21,22 ).}

2.1.4. Influencia de factores que varian el contenido de minerales en la leche.

Los principales constituyentes minerales en la leche son:

calcio, magnesio, potasio, sodio, fosforo, cloro, azufre, hierro, yodo.

El contenido de minerales varia poco segun la raza y la alimentacion del animal durante la
lactacion. En general puede decirse que los factores ambientales no influyen de manera
significativa en el contenido mineral de la leche. Sin embargo existen otros factores que afecta
el contenido de minerales en la leche, lo mismo que la proporcion de las diferentes sales
presentes.

Las infecciones de la ubre, tales como mastitis, aumentan el contenido de sales minerales y de
cloruros en la leche.

El contenido mineral que es elevado en la leche del calostro disminuye a un nivel que
permanece constante en la mayor parte del periodo de lactancia y aumenta hasta el final de

dicho periodo.
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2.2 ESTRUCTURA DE LA UBRE
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. Células . 13. Capilares
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Fig: 1. Estructura de la Ubre:
Fuente : Deneke , 1989




2.2.1 Glandula mamaria.

La glandula mamaria y las células que la constituyen representan un érgano bajo un complejo
control endocrinologico que va désde los estados tempranos de desarrollo a la prefiez y
lactacion en un ciclo regresivo.

La leche se mantiene en la ubre, las bacterias se mantienen en el exterior de la ubre; esto
debido a la constriccion del canal del pezon.

La cisterna de la teta se separa de la cisterna de la glandula, la cual es capaz de contener mas de
400 ml. de leche y actia como un rea colectora de los ductos marmarios.

Ramificaciones de la cisterna de la glandula forman un sistema extensamente ramificado, estos
conductos ramificados van de 8-50 en ntuneros. El alvéplo (la unidad funcional) descarga su
secrecion en estos ductos. ( 18)

El alvéolo es la unidad basica productora de leche en la ubre, el cual es pequefio y-semejante a
un bulbo con un centro hueco; se estima que cada pulgada cuadrada de tejido de la ubre
contiene un millén de estos alvéolos.

Los alvéolos estan formados por una sola capa de células epiteliales, que son responsables de
secretar la leche.

La funcion de los alvéolos es triple:

1- Remover nutrientes de la sangre.

2- Transformar estos nutrientes en leche.

3- Descargar la leche en el lumen.

La secrecion de la leche esta regulada de manera primordial por mecanismos hormonales. Sin

embargo, la excrecion de la leche se inicia a través de mecanismos nerviosos. (23 )




Estadio de lactancia
Insensibilidad

Delensa natural congénita
Predisposicion

. Acciones palologicas
Frecuencia
Capacidad infecliva

Germen

Stress

Medio ambiente

Manejo, lesiones,
extraccion de la leche, higiene
clima, hombre

La mastitis es una enfermedad producidu por fuctores diversos: animal, medio. amn-
biente y germen causal influyen en el riesgo de infeccion. Cuando las influencias del
medio ambiente sobrepasan lu capucidud de defensa del animal es posible la apari-
cion de una mastitis. ‘

Fig. 2 Factores que producen mastitis

Fuente - Dencke, 1989
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La mastltls és una inflamacién de la glandula mamaria (mﬂamac1on dela ubre) La enfermedad

puede aparecer como mastms subchmca es decir sin smtomas apre01ab1es o bien como

mastttls chmca con s1gnos e\rldentes de la enfermedad (tumefaccwn o endurecumento del

' sector mamano correspondlente alterac1ones dela leche ete. ) (16 )

- La mastms es una reaccion mﬂamatona de la glandula mamana El tennmo se deriva de lasA 3

palabras gnegas mastos que s1gmﬁca pechos e itis que qmere decir ¢ mﬂamamon de”. La

: »"mﬂamamon es la respuesta de los te_]ldOS productores ‘de leche en la ubre a una 1e510n‘

traumatlca oala presencla de mlcroorgamsmos mfe001osos que han mgresado a la ubre. Enla

gran mayona de los casos la enfermedad es causada por los m1croorgamsmos

| , jEl prop051to dela inflamacion es doble: .
| 1) Eliminar o neutralizar mlcroorgamsmos mvasores . ‘ ‘
E 2) Ayudar a reparar los tejidos 1es1onados para asi regresar la glandula a ‘su nonnal ,

| flm010na1n1ento (30)

La masﬁtls tiene un efecto dlrecto tanto sobre Ia composunon de la 1eche COmOo. sobre su

‘ canhdad. Aumenta el contemdo de GlOI'lJ_IOS? es frecuen_te que baje la 1_1_queza en a,zucar, se

‘modifican las caracteristicas de las proteinas y aumenta de manera significativa ¢l contenido -

de célilas de los tejidos del cuerpo; como-esultado disiniiuiye el pH de la 1é’che. (14

+ Las leches mastiticas provocan pérdidas econémicas.'(por la baja productividad) e

- inclusive c:iuéan la Seéa cambioé ‘en la composicién de la leché (ya que aumentan' el
_contemdo de cloruros de. protelnas del lactosuero etc) y ademas son leches chﬁcﬂes de

‘ coagular y desuera.r (33)

2 3 I Germenes causantes de mastztzs

Son muy ‘diversos los germenes que pueden afectar la mama y- provocar masims La causa

- inmediata de la formac1on de una inastitis es la mfecc1on de la ubre por germenes patogenos »

“especificos. Es riésgo de mfeCCIOI’l se-acrecienta con la mtensa prohferacmn del gelmen ysu

_ | gran capa01dad del contag10
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Los gérmenes mas importantes de la inflamacion de la ubre son los estreptococos, los
estafilococos, los coliformes, corynebacteryum pyogenes, las pseudomonas y levaduras.
Gérmenes menos frecuentes son los micoplasmas, clostridios, klebsiellas, aerobacter, bacilo

céreo, nocardias, hongos, etc. Estos gérmenes ocasionan grandes dificultades en el tratamiento.

2.3.1.1 Estreptococos.
Son los gérmenes mas frecuentes de todos los que causan la mastitis. Entre ellos estan los

siguientes:

Estreptococo agalactico.

Estos estreptococos constituyen los gérmenes propios de la ubre, ya que sus posibilidades de
multiplicacién y supervivencia son escasas fuera de la ubre de la vaca. La glandula mamaria -
infectada es por tanto el reservorio principal de este germen. La propagacion se produce por las
manos del ordefiador, los trapos con que se limpian las ubres o la maquina de ordefio.

La infeccion de los animales sanos con este tipo de estreptococos suele producirse tras la

compra de animales enfermos.

Estreptococo disgaldctico.

Este germen tan frecuente no coloniza de manera clara en la ubre. Suele hallarse en la boca, en
otros organos del animal y en las lesiones de la piel (lesiones del pezon). Son la causa de la

denominada mastitis por succion.

Estreptococo de la ubre (st. uberis).

Se trata de un germen ocasional que se encuentra en todo el territorio que rodea al animal. La
infeccion con este germen es mas benigna que la de otros estreptococos, siendo particularmente

frecuente en el periodo seco.

2.3.1.2. Estafilococos.

Los estafilococos se hallan también en las proximidades del animal y en la piel del mismo; no

obstante, se concentran principalmente en la glandula mamaria infectada. Después de los
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estteptooocos son los gérmenes mAs frecuentes de las masuhs ‘Los iransmlsores habltuales sof
los utensilios del ordefiador, los u’apos y las manos del ordeﬁador ' )

Contrano a los estreptococos de la mastitis que se muluphcan en la superﬁme de la mucosa de
los canales lactéforos los estaﬁlooocos poseen la capac1dad de penetrar en los te_]ldos proﬁmdos :
y de encapsuﬂmse en ellos. Por esta raz()n, el 1ratamxento con medlcamento es més comphcado

en las mastitis causadas por estos gérmenes (16 )

2 3 I 3 Gérmenes colj] 0rmes

Los génnenes cohformes pueden estar pxesentes en cualqmera de las pa:tes que rodean al -

o ’ammal Se. hallan tanto en el mismo ammal (por ejemplo mtestmo) como en sus alrededores

Una recoglda poco hlglémca de la leche suele ir acompaﬁada de una mtensa presencla de

colibacilos. R . ‘
: Las mastltls por coh son muy ﬁecuentcs después del parto y tamblén dumntc la lactac1bn No N ]

' obstante suelen aparecer como mfeccmnes alsladas por lo que deben ser tratadas
g 'mmedlatamentc(1632) ’ ‘ . ' R

h 2.3.14. Corlnebactermm qugenes T
- La bactena plbgena es un tipico germén purulento con efecto patégeno prefemnte sobre tejldo : ' ' _
dafiado con antenondad Asf, no es raro.que las heridas mfectadas de la teta conduzcan a B
\ mastitis plbgenas La fuente mas pehgrosa de mfeccion pa.ra los ammnles sanos es el ammal

' mfectado Los msectos pueden transmmr tamblén esta mfecclén '

. La enfennedad se presenta con mayor ﬁecuencm en los meses de verano, en las zonas de pasto

De manera general ‘se ven afeciadas vacas Jévenes y vacas en fase seca.
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2.3.1.5. Pseudomonas aeruginosa.

El germen se halla en €l suelo y en €l aglia, se multiplica donde existe suficiente humedad. Las
fuentes mas frecuentes de infeccion son el agua contaminada, los utensilios sucios y la falta de

higiene en el ordefio.

2.3.1.6. Levaduras.

Entre las levaduras, las mas frecuentes en las mastitis son del género candida. Cast siempre las
infecciones aparecen tras tratamiento con antibidticos. Las fuentes de infeccion son los trapos
que estan en contacto con las ubres, la paja, el polvo del establo, la alimentacion y los
utensilios de ordefio. '

El tipo de germen causal en cada caso especifico solo puede constatarse mediante estudio
bacteriologico de una muestra de leche.

Esta determinacion es muy importante:

- Para el tratamiento, ya que los gérmenes poseen sensibilidad variable frente a los
medicamentos, y

- Para la defensa concreta frente a la infeccion. (16 ).

2.3.2 Manifestaciones de la mastitis.

La mastitis puede manifestarse clinicamente en formas diversas, desde una mastitis muy
severa con sintomas de afeccion sistematica generalizada y que puede conducir a la muerte,
hasta una mastitis no detectable por simple inspeccion y examen fisico del animal.

Entre estos extremos se presentan casos intermedios de mastitis, que pueden varar en

- sintomatologia segiin su severidad, asi:
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2.3.2.1. Infeccion, | | o
Una infeccion ocurre cuando los mlcroorgamsmos penetran el canal del pezon y se multlphcan

dentro de la glandula mamana

La presencla 0 ausencia de mfeccmn se determina cuando se recolectan muestras asépticas de

leche de cada cuarto y efectiian los- cultlvos en el laboratorio.

Las infecciones pueden ser chmcas o.subclinicas, esto depende del grado de mﬂama01on

2.3.2.2. Mastitis Clinica.

La mastitis chmca se caractenza por sus anormahdades V151bles en la ubre 0 en la leche Estas o

varian ensu sevendad dmante el curso de la enfermedad Los casos chmcos se pueden definir -

como sub agudos(medlanamente chnlcos) cuando los smtomas mcluyen sélo. altera01ones

menores en la leche 'y en lo cuartos afectados como granos escamas 0 secrec1ones

i descoloradas El cuaﬂo puede estar tamblen un poco hmchado y sen51ble

c 2 3 2.3. MastztzsAguda.

Los casos de mastitis ‘aguda se caractenzan por su ataque repenimo enIOJecunlento S

hmchazon dolor, endurecnmento leche anonnal y reducclon en la produccmn Tamblen .

pueden estar presentes otxos smtomas s1stematlcos tales como ﬁebre y falta de apeﬁto

2.3.2.4. Mastms Super-A da.

Los casos de mastitis super-aguda son poCo corriun‘és e inchiYe los sintomas mehciohados en‘
la mastms aguda, pero también mcluyen depreswn pulso y resplracwn agltada perdlda de

coordinacion muscular extrem1dades ﬁlas falta de reﬂejo en la pupllas deshldratacwn y 

diarrea.

2325 Mastms Subclmzca.

* La mastitis subchmca €s mucho mas sutil y o puede detectarse por observac1on v1$ual sin .
~ embargo se puede 1dent1ﬁcar cuando se efectuan pruebas que detecten la presenc1a de

MicTOOIganismos infecciosos o de resllltados de mﬂama_cmn, tales commo células somaticas. -
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Algunas personas no alcanzan a apreciar la persisteéncia e importancia econdmica de la mastitis
subclinica, porque la leche mantiene su apariencia normal.

+ Esta clase de enfermedad es importante por las siguientes razones:

¢ Esde 15 a 40 veces mas frecuente que la manifestacion clinica.

¢ Usualmente precede a la clinica.

¢ Esde larga duracion.

¢ Es dificil de detectar.

¢ Reduce la produccion de leche.

¢ Afecta la calidad de la leche.

Esta forma subclinica es también muy importante porque constituye una reserva de

microorganismos que transmiten la enfermedad a otros animales en el hato.

2.3.2.6. Mastitis Cronica.

La forma cronica puede comenzar en cualesquiera de las formas clinicas o también como
mastitis subclinica y puede ser detectada con signos intermitentes de mastitis clinica. Tiene un
desarrollo progresivo de tejido cicatrizante y un cambio en el tamafio y forma de la glandula
afectada acompafiado de pérdidas o reduccidn en fa produccion de leche. El tiempo entre los
episodios de mastitis clinica y subclinica puede variar de manera amplia, dependiendo de los
microorganismos infecciosos, de la tension del animal y otros factores. (30 ).

En la figura 3 se demuestra de forma grafica la evolucion de los sintomas en relacion con el tipo

clinico de mastitis.
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Fuente: Centro Agrondémico Tropical de
Investigacién y ensefianza , CATIE
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2.3.3 Tipos de mastitis.

La mastitis es clasificada en la misma forma que las inflamaciones en otros tejidos. De acuerdo

al tiempo que tenga el animal de padecetla, es aguda o crénica, aun cuando pueden existir

infecciones sub-agudas por un corto lapso de tiempo.

Las glindulas mamarias en general pueden presentar inflamacion serosa y supurativa,

granulomatosa, proliferativa y necrosante.

De acuerdo con la inflamacion en estas glandulas ocurren algunos tipos de mastitis como son:

2.3.3.1. Mastitis serosas. .

Se detecta por un aumento en la concentracién de iones cloruro y sodio en la leche,

proveniente de vasos sanguineos dafiados por toxinas bacterianas.

2.3.3.2. Mastitis Supurativas.

Se caracteriza por la presencia de abundantes Jeucocitos polimorfonucleares en la leche.

2.3.3.3. Mastitis Tuberculosa.

En la mayor parte de las vacas tuberculosas se presenta la tuberculosis cronica de las glandulas
mamarias con union de muchos focos tuberculosos hasta afectar la totalidad del cuarto

mamario.

2.3.3.4. Mastitis Granulomatosa.

Se da en vacas por infecciones con Nocardia asteroides, Cryptococcus neoformans, Candida

albicans, Trichusporum sp. y microbacterias diversas . (3,6,27 )

2.3.4 Factores que predisponen la mastitis.

Existe una serie de factores que predisponen, y que no raras veces son ellos mismos causantes.

Entre ellos estan:
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2.3.4.1. Higiene deficiente en establos: plazas de estabulacién muy cortas o angostas, cama

himeda, tosca, escasa, y enmohecida, corrientes de aire, variaciones de temperatura diurna y

nocturna, abrevaderos y corrales fangosos.

2.3.4.2. Formas inconvenientes de las marnas; pezones y conducto de los mismos, marnas

grandes, muy colgantes, flacidas, pendulosas cuyos pezones se rozan. Las infecciones
galactogenas, son mas frecuentes cuando las tetillas tienen forma de hendidura o embudo con

amplia abertura que cuando son puntiagudas o redondas.

2.3.4.3. Extasis ldctea y ordefio defectuoso: en tales circunstancias la secrecién dilata los

espacios galactoforos y luego acttia como cuerpo extrafio, la descomposicion de los acidos
grasos desencadena la reaccion inflamatoria. El ordefio defectuoso puede darse en el ejecutado

a mano, como en el mecanico.

2.3.4.4. Receptividad awmentada: la aparicion de la mastitis puede ser favorecida por edad,

fase de lactacion, factores hereditarios, influencias hormonales, factores alimenticios y
padecimientos generales. (11).

La limitacion de los alimentos para reducir la produccion en vacas con mastitis es mala practica
desde el punto de vista economico. Debe eliminarse la infeccion y seguir haciendo uso de
practicas normales de alimentacion .( 14).

En el tratamiento de la mastitis, se logran mejores resultados cuando ésta es detectada en sus

inicios. (16).

2.4 Pruebas para la deteccion de mastitis.
2.4.1. Prueba Californmia (C.M.T.)

La prueba California (C.M..T) se basa en la detenminacion indirecta de la concentracion de

leucocitos presentes en la leche, asi como la acidez o alcalinidad de la misma. (6 )
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La prueba de California puede ser empleada con la leche incipiente u ordefiadas de glandulas
por separado; pero se aplica también en leches ya mezcladas para la seleccion rapida en hatos

lecheros en los que se aprecian elevados grados de irritaciones de la ubre. (13)

Para resultados confiables, las pruebas deben realizarse justo antes del ordefio, después de
estimular la vaca en la descarga de los primeros chorros de leche.

La prueba CMT no sefiala las vacas a tratarse, porque solo un 60% de vacas con un conteo
somatico de mas de 500,000 células somaticas por mililitro, son las que estdn infectadas por

los microorganismos causados por la mastitis.( 24, 30).

La leche con alto contenido de leucocitos y células somaticas mezcladas con un producto que
contenga una superficie anddica tal como la del alquil sulfonato (un detergente), forma un gel
como consecuencia de la reaccion entre el producto quimico y el acido desoxirribonucleico
(DNA) contenido en los leucocitos. El gel puede ser observado de.forma directa, la rapidez con

que se forma y la firmeza que adquiere indica la cantidad de leucocitos en la leche. (27).

La prueba california (C.M.T) son necesarios la paleta con cuatro compartimientos y el reactivo,
que estan disponibles en los almacenes de productos agropecuarios. La prueba colifornia debe

hacerse en todas las vacas en produccion una vez al mes (13 ).

Para la interpretacion de los resultados al utilizar la prueba california, se tiene que leche positiva
a mastitis forma un gel denso, facil de observar, que tiende a quedarse en el centro del
~ compartimiento.

La leche sospechosa forma una gelatina muy poco densa, que tiende a quedarse en el mismo
sitio al movimiento circular de la paleta. Si la leche es normal, ésta permanece liquida. (Ver

tabla N°2). (5,6 )
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Los resultados en la prueba de california estan estrechamente relacionados con los resultados de

la prueba de recuento de leucocitos que se le efectia a la leche en el laboratorio, para detectar
mastitis. (27 ). |




TABLA N°

y

2,401 INTERPRETACION DE LA PRUEBA  CALIFORNIA

Aumento de viscosidad y la mezcla se

adhiere al fondo

LECTURA INTERPRE TACION CELULAS | POLIMORFOS TIPO DE
SOMATICAS | NUCLEARES | REACCION
/inl
Negativo | La meczcla permanece sin alteraciéon alguna | 0 a 200,000 0-25%
Formacion de un ligero precipitado al 150,000
Trazas movimiento de atrds para delante dela a 30-40%
paleta. Si es continuo los movimientos 500,000
tienden a
desaparecer.
Precipitado firme sin tendencia a formar 400,000
+ GEL. a 40-60%
A veces es reversible si se continua los 1500,000
movimientos .
Mezcla gruesa con formacion de GEL, todo
++ tiende airse a la periferia y seve al fondo | ~ 800,000
de la paleta, al parar los movimientos se a 60-70%
nivela y cubre el fondo 5,000,000
El GEL hace - una superficie conversa. A
+++ veces hay una formacién central que 5,000,000 70-80%
permanece’ al cesar los movimientos. a mds

(3,6)
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2.4.2. Prueba Bacteriolégica.

Estas pruebas se realizan en el laboratorio y se usan diferentes medios de cultivos, los que mas
se utilizan para el aislamiento del agente etioldgico son: los medios de agar sangre, agar Mack

Conkey, agar Chapmamstone, medio 110 etc. (6 ).

Aunque la prueba antenior (C.M.T) és de valor relativo en el diagnostico de las mastitis agudas
y sub-agudas, muchos casos cronicos solo podréan ser confirmados por los métodos de cultivo.
El aislamiento e identificacion de un microorganismo especifico presente en la leche suele ser
considerado como prueba de que el cuarto estd infectado; afirmacion cierta 'si la muestra ha
sido tomada sin contaminacion con agentes de la piel o de la atmdsfera. Los cultivos de la
leche procedentes de una ubre revelaron varias colonias similares en las placas de agar. Para

aislamiento de bacterias de las muestras de leche se recomienda medios nutritivos selectivos

(17 ).

Los organismos aerobio, saprofitos o patdgenos, se multiplicaran para formar colonias, cuando
estan presentes en la nuestra. Los estreptococos de la mastitis aparecen como pequefias
colonias con varios grados de hemolisis clasificados en Beta, Alfa y Gamma(ésta ltima sin
hemolisis). Como los estreptococos saprofitos tienen casi las mismas caracteristicas de
colonizacion y son de morfologia semejante, podra ser convehiente- completar la diferenciacién
mediante reacciones de fermentacion de los hidratos de carbono.

Las coloraciones de corinebacterias podran tener puntos de semejanza con las estreptocdcicas,

pero se distinguiran por su morfologia y por su tincion con el Gram.( 13 ).

Las ventajas que presenta la identificacion bacteriana son:

% Es la forma mas conveniente del diagnostico etiologico de las enfermedades infecciosas.

% Mediante este proéedjmiento se determina el género y la especie bacteriana causante del
problema. |

Entre las desventajas que presenta la identificacion bacteriana estan:

% Requiere de tiempo, equipo, conocimiento y experiencia.
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¥ El personal de laboratono que reahza la 1den11ﬁca01on debe tener un ampho conocnmento

de los métodos y tecmcas uuhzadas para cada genero en pa1110ular

* Puede resultar pehgroso para el personal mexperto en el area de d1agnostlco

mlcroblologlco (20 Y

2.5. Determmaczon de clomros

Es una prueba nnportante para el d1agnoshco precoz de la masﬁtls La vanaclon y su aumento ‘
- revela con bastante ﬁdehdad toda alterac1on ﬁswloglca de la achwdad func1onal de 1a glandula
"mamana _ o f i L - :

La leche normal contlene de 0 07 a 0 11 gr de cloruro por 100 C.C. de leche canudades de
cloruro de 0.14 gr en adelante conshtuyen leches anormales El aumento de ésta proporcién

depende de la exudaolon del suero de la linfa, y de la sangre consecutlva ala inflamacién

- mamaria determmada por el agente etlologlco de la masims

El aumento del cloruro eslo que. determma el sabor salado de las leches procedentes de vacas |
| mastﬂlcas por medlo del- gusto salado de Ia Ieche de’ d1versos cuartos mamanos se puede o
basar cuando s€ tlene prachca, un d1agnoshco bastante certero de la masuus : _4 |
Como consecuencm del trastorno. funclonal de la glandula rharmaria a medlda que aumenta el-v .
: cloro hay una reduccion de la lactosa L L D . _ |
Esta reduccién de’la canudad de lactosa proporc1ona1 al aumento del cloruro mdu_]o aji -
. establecer el denommado 1nd1ce de Koester 0 sea o ’ e

Prcmorcmn de cloruro X 100 = Ind1ce de lactosa a cloruro . o
Proporcmn lactosa ' : -

El aumento de los cloruros suele ser proporcmnal al aumento de los leucocltos y, por ende al -

' valor de la- catalasa

Dada la partlculandad de las reacc1ones orgamcas naturales defenswas el aumento de los

. leucocxtos y. fagoc1tos puede sobrevemr en presencla de los estreptococos antes de que

- aumente - el cloro que es- la secuela de un uastomo toxmfeccloso de 1a func1on ‘

parenqmmatosa
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El aumento exclusivo de los leucocitos sin aumento simultdneo del cloruro o del pH, podria
revelar una buena reaccion defensiva ante la invasion estreptocdcica, sin haberse alcanzado la
perturbacion funcional parenqulmatosa

Tanto el aumento del cloruro como el aumento del pH o la dlsmmucmn de la lactosa, hasta
cierto grado, miden la extension o la intensidad de la lesion mamaria.

La determinacion del cloruro tiene la importante ventaja de que puede realizarse con todo tipo
de leches, incluso en la recogida varios dias antes y sin tener en cuenta los cuidados
precedentes o simultaneos a la toma de las muestras analizadas. A veces es el inico método de
diagnostico de laboratorio que permite formar juicio sobre la muestra de leche problema
transportada desde mucha distancia y que llegé alterada al laboratorio. En este caso, para basar
el diagnodstico no hay necesidad de que la muestra haya sido mezclada con conservadores que
contengan cloro, por ejemplo y cloruro de mercurio u otros compuestos clorados. No hay que
olvidar que la leche calostral la segregada en los ultimos periodos de la lactacion, cuando
empieza a agotarse la produccion lechera, contiene algo mas de cloruro que la leche normal.(

20 )

2.6. Consideraciones Teoricas Sobre Potenciometria.

2.6.1. Potenciometria Quimica.

La corriente eléctrica puede ser transportada a través de fases solidas metalicas (conduccion
metalica), o bien de fases liquidas que sean electrolitos puros o soluciones que los
contengan(conduccion ionica); en este ultimo caso, la corriente puede introducirse o retirarse
por medio de electrodos que son conductores metdlicos o de carbono en cuya superficie se
produce un movimiento de cargas dando lugar a reacciones de oxidacioén o de reduccion.

La electroquimica trata sobre los cambios. quimicos en los que se involucra la corriente
eléctrica; para efectos de analisis quimico, se toman en cuenta la corriente, la resistencia, la
conductancia, el voltaje y el tiempo; asi, la potenciometria implica la determinacion de la fuerza
electromotriz (fem) en una celda eléctrica, esto es, la diferencia de potencial entre dos
electrodos inmersos en un electrolito y su relacion con la actividad de un analito i6nico.

Los métodos potenciométricos comprenden dos tipos de analisis:




El primero consiste en la medicién directa del potencial de un electrodo indicador respecto a
un electrodo de referencia para obtener la actividad o concentracién de un i6n en particular.
El segundo implica la medicién de los cambios en la fem en la celda debidos a la adicion de un
titulante (titulacion potenciométrica) para localizar el punto de equivalencia.
El equipo basico para las medidas potenciométricas comprende un electrodo de referencia, un
electrodo indicador y un aparato que permita medir la diferencia de potencial entre ambos
electrodos (potenciometro). '
Existen varios tipos de clectrodos de referencia, el patron es el electrodo estandar de
hidrégeno respecto al cual se comparan los demas; entre los electrodos de referencia destacan
el electrodo de calomel como uno de los mas utilizados; se representa como sigue: |

Hg| Hg, Cl,, kCl,,
en donde la linea vertical significa la interfase donde se produce transferencia de cargas segin
la siguiente reaccion:

Hg, Cly(s)+ 2 ¢ ——— Hg, Cl,

El potencial varia con la concentracion de cloruro, por ello, existen varios tipos de electrodos
de calomel: saturado, normal y décimonormal con respecto a la concentracion de la solucion
de cloruro de potasio, se observa que el potencial méximo se alcanza con el calomel 0.1 N

disminuyendo con el aumento de la concentracion.

2.6.1.1. Electrodos Indicadores.

El potencial de media celda de un electrodo indicador varia con la actividad de una especie
quimica en particular. Existen distintas clases de éstos electrodos para las diferentes medidas
potenciométricas: |

% Electrodos indicadores para sistemas redox

% Electrodos de primera clase.

% Electrodos de segunda clase.

*¥ Electrodos de tercera clase.

¥ Electrodos de membrana. Entre estos se encuentra el electrodo selectivo a los iones floruro,

cloruro que son de gran importancia agrondmica.
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2.6.1.2. Instrumentos para medir el potencial.

En general, estos aparatos deben poseer una alta resistencia interna para evitar fluctuaciones en
el potencial que se mide y reducir con esto los errores en los resultados. El potenciémetro es el
instrumento clasico para las determinaciones petencibmétricas, algunos modelos permiten una
sensibilidad de *+ 0.1 mv. Existen en el comercio otros medidores de lectura directa llamados

ionometros con una escala de medicion expresada en términos de concentracion y cuya
construccion es diferente a la de los potenciometros.

En resumen un circuito de medicioén potenciométrica consta de los electrodos indicador y de
referencia inmersos en una solucién problema y conectados a un voltimetro de alta resistencia

intensa como se muestra en la fig. 4

2.6.1.3 Ecuacion de Nerust.

En la seccion precedente se hizo alusion al electrodo normal de hidrégeno como patrén
arbitrario. Por convenio, el potencial de éste electrodo es de 0.000..... voltios y se representa
por E° cuyo superindice denota condiciones de estado normales o estandar termodinamicas.

Cuando se construye una celda con un electrodo normal de hidrogeno con otra semicelda
cuyas condiciones de estado difieren infinitesimalmente de las condiciones estandar, se
desarrolla un potencial E producto de la desviacion del potencial del electrodo de la semicelda

en cuestion con respecto a E° debido a que las condiciones no son las normales.
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Figura 4 Circuito de medicién potenciométrico (19).
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a) Potenciometro ) Solucion problema
b) Electrodo de re-

ferencia externo g) Union Liquida
¢) Eléctrodo indicador interno h) Membrana sensible.
d) Solucion de referencia interna.  I) Barra magnética.

j) Agitador magnético.

Desde un punto de vista practico, E es un potencial de electrodo simple que estd determinado
por la temperatura y las actividades de los electrolitos en las soluciones empleadas. La
dependencia de E de estas variables se puede deducir a partir de los principios termodinamicos
como se explicara a continuacion.

Durante el transcurso de una reaccion redox espontanéa, ocurre una transferencia de electrones
lo que representa una cantidad dé electricidad “q” de reactantes a productos, debido a una
diferehcia en los potenciales de reduccion ( o de oxidacion) de los mismos; como res_ultado se
obtiene un potencial neto de celda E capaz de realizar un trabajo qE.

Si dicho trabajo involucra el paso de un mol de electrones, entonces, por la Ley de Faraday,
que es igual a un faradio, F, y si son moles los que participan se tiene que ¢ = nF .De todo
esto se deduce que: Trabajo eléctrico = nfE. | (a)

Toda reaccion espontanea implica una disminucién de la energia libre durante el proceso, por
tanto, el trabajo eléctrico realizado por una celda es igual, bajo ciertas condiciones, a la

disminucion en el cambio de energia libre, AG entonces:

A G=-nfE. | (b)
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El cambio de energia libre en condiciones estindar (actividades de reactivos y productos
iguales a 1) para una reaccién de disolucion acuosa se representa por A G si las condiciones

dadas para tal reaccién no son estandar, el cambio de energfa libre es A G°, entonces, para ‘la

- reaccion hipotética.

aA+bB+..— 5 cC+dD+...
Las magnitudes A G°y A G estan relacionadas mediante :

AG= AG® +RTln a°ca’D.... (¢)

a® Aa’B....

En donde los valores de a del numerador son las actividades de los productos, y los del
denominador son las de los reactivos.
Por deﬁnicién,'E° es el valor de E correspondiente a AG°, por tanto, sustituyendo en la

ecuacion ( b ) se tiene:

AG°=-nfE° ‘ (d)
Por sustitucion de las ecuaciones (d )y (b) en (¢ ), resulta:

-nfE=-nfE°+RT InQ S (e)
En donde Q representa a la fraccién indicada en (¢ ).
Expresando en téﬁninos de E se obtiene :

E =E°- RT lnQ | (£)

nf _
Las variables que aparecen en esta expresion tienen los siguientes significados y valores.
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E = Potencial del electrodo en condiciones no estandar.
E°= Potencial normal. .

R= Constante de los gases, 8.314 julios/ mol K.

T= Temperatura absoluta en grados kelvin, K.

n = Numero de electrones transferidos.

f= faradio, 96, 487 julios/voltio mol de electrones.

Q = Cociente de reaccion.

In = Logaritmo natural.

Al sustituir los valores anteriores en la ecuacion ( f) y utilizar logaritmos base 10, se obtiene, a

25°C:

E=E° 0.0592 logQ (g)

n

Esta es una de las formas de ecuacion de Nemst que permite calcular los potenciales de
electrodos para concentraciones y temperaturas diferentes de los valores standard, pues la
expresién que sigue al signo negativo representa la desviacion del potencial del electrodo del

valor de E°, cuando las condiciones no son las normales.
Para los métodos de analisis potenciométricos, la importancia de la ecuacion de Nerst. radica
en que de ella deriva la ecuacién para la potenciometria directa la cual relaciona el potencial

de un electrodo indicador con la actividad de un ion cuya medida interesa.

2.6.1.4. Electrodos Ion - selectivos.

Los electrodos selectivos de iones detectan la actividad ionica de una especie quimica en

particular y se denominan electrodos de estado solido.
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El elerhento sensor consiéfé en im rﬁaterial— {nico, no porosd- de SUpefﬁcié homogénea, de baja
mlcroporomdad ¢ insoluble que contlene un compuesto del lon analito; son ejemplos, una
membrana pohcrlstalma la cual es una mezcla homogenea de sulﬁlros de cloro, yodo o bien,
un- monocrlstal de ﬂuoruro de lantano 0 sulfato de plata para electrodos selectivos a los i lones

Cr,I; F y Ag respectlvamente

'ADebldo a las escasas propledades electrlcas de los materlales ion - selectlvos empleados se
utlllzan membranas lo mas - delgadas pOSlble lo que depende de la resistencia ﬁswa del’
matenal a51 el espesor es de 0-1 mm. para el v1dr10 y 3 mm. para monocrlstales y membranas '
pohcrlstalmas _ | . ‘ . »

: ‘.Los electrodos de estado sohdo con51sten en una membrana selectiva al anahto de mteresk' N
colacada en un extremo de un. tubo de material inerte (p.v.c, teﬂon etc.) que contlene unaf

‘ solucmn de electrolitos y un electrodo de referencia 1nterno conectado a un cable conductor

- como se muestra en la ﬁgura 5.

Cable conductor

Teﬂ'c’mr .

Electrodo de referencia interna *

“AgAgCl

V.

BN / Sbiuciéﬁ de llenado

Membrana selectwa de los lones -
cloruro

Fig.5 E_sqtiema de un electrodo ion- selectivo a los ionés cloruro. (29) " -
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Esta constrmdo de una membrana solida compactada de Ag Cl/Agzs El electrodo de

referencia interior es un alambre de Ag/AgCly soluc1on saturada de KCL

El electrodo selectivo a 1os fones cloruro esta constnudo para medir la concentracion de jones’

4 cloruro en soluciones . acuosas, par01a1mente acuosas y soluc1ones no acuosas, se aphcan a

‘muestras de agua, de suelo fluidos b1ologlcos

El electrodo necesita de una soluc1on que aumente su fuerza 1omca ]lamada ISA que esta

constituida por una solucion 1 molar de nitrato de potasio. |

DATOS TECNICOS:

~ Esun electrodo selectivo a'»lbg iones ~ cloruro del tipo memﬁrana- s6lida cofnpacta_da,-de
| AgCUAgS. | o | | o
" El potencial del electrodo en inilivoltiés, proporcional ala ,a'ctivvi:dad de iones dloruro éfd'Cl : :‘) '
'_j"b"es<Sx10'6 mﬂivolﬁ05/<a>lmﬂivolﬁos/</Cl; = (
" Elrango operacional de temperatura es de 0-80 °C..

- El medlo para lectura debe ser ; acuoso 0 parcmlmente acu0so

Rango optlmo depH:2a 11

~_ Jones interferentes : CN Br 8203, NH3, OH

Precision : En ausencia de i iones o sustancias mterferentes la pre01s1on esta en el orden de +

0.5m.v. , correspondiente a + 2 % de la medida o concentracmn de Cl obtemda

Tiempo de Respuesta Depende de la concentfaclon de la soluc1on de 1a muestra la cual puede

durar dela3 minutos.

| Dlmens1ones del electrodo 120 mm de longitud por 12 mm. de d1ametro cublerta de plasﬁco‘ .

Ie51stente a la amdez

. Para operar con: el electrodo selechvo a los iones cloruro es necesario - constmu la celda

 galvanica, por lo que se utiliza como electrodo de- referen01a un electrodo de Ag/ Ag Cl, cuyo',

potenc1al es con001do y constante (29)
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2.6.2. Concentracion y Actividad.

La ecuacion de Nernst, que fundamenta el principio de operacion de los electrodos selectivos,
relaciona el potencial de un electrodo indicador con la actividad del i6n en estudio, sin
embargo, generalmente es de mayor utilidad conocer la composicién y para ello, la relacién
entre actividad y concentracion ( ¢ ) esta definida por :

. a= fe.
En donde frepresenta “el coeficiente de actividad”, magnitud de la que no siempre se dispone
y que debe conocerse para cada ion a fin de poder expresar la actividad en términos de

concentracion; esta dificultad puede salvarse tomando en consideracion las siguientes

premisas. -

El coeficiente de actividad es una funcion principal de la fuerza idnica de la solucion que a su
vez, es proporcional a la concentracion vy la carga de los iones, independientemente de su tipo,
presente en solucién. La fuerza iénica se define como sigue:

Fuerzaionica='% ¥ CiZi* +......
Donde : ‘

C, = Concentracion de un i6n i

Z'=Carga delién i

Y, = Sumatoria .

Si la concentracion de iones en solucion es alta respectolal analito la fuerza ionica también lo es
y por tanto, el coeficiente de actividad del ion que interesa permanece constante encontrandose
que la actividad es directa y proporcional a la concentracion ; en consecuencia, las soluciones
problema y los estandares deberan prepararse incorporando  suficiente cantidad de
electrolitos inertes lo cual se logra al adicionar a ambos una solucién tamponadora de fierza
ionica denominal ISA ( lonica Strengh Adjustor, Ajustador de la fuerza Ionica ) que
proporcionan un exceso constante de iones que no interfieren con el electrodo empleado.

Para cada electrodo esta considerado un ISA que ademas debe corregir otros parametros que

pueden interferir con la determinacion : por ejemplo, formacion de acidos, y bases débiles,
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complejacion, formacién de precipitados insolubles, etc. En el caso del electrodo selectivo a
los iones cloruro pueden interferir cianuros, bromuros, amoniaco, iones oxidzilo; por lo que se

usa como ajustador de fuerza iénica una solucion de nitrato de potasio 1 molar.

' -2 6.3. Exactitud y Preczszon

En general, todos los proced1m1entos de anah51s qu1m1co estan su_]etos a errores detemlmados

e mdetermmac1on que influyen en la exactltud y pre01510n de las medldas anahhcas por

- ¢jemplo, pueden darse errores en las pesadas medidas. Volumemcas grado de pureza de.

reactlvos etc. ademas de las hm1taclones mherentes alos dlstmtos metodos anahtlcos

En el caso. particular de las medldas potenc1omemcas directas, la técnica involucra la

comparacion del potencml medldo por un electrodo. mdlcador en una solucion problema con

' respecto a una curva de cahbracmn obtemda a partir de soluc1ones patrén del anahto

Al asum1r. que los factores que pueden conducir a errores determinados estan bajo control las

fuentes de mcertldumbre tendran su origen en las hm1tac1ones proplas de la técnica, a parte del -

“ruido msirumental que afectan a las vanables de la ecuac1on deduc1da para la potencmmetna »

directa :

E=E° +Bl I'ryl‘a+ Ej.
B 1)

A51 la respuesta del electrodo esta. rela(:lonada con la actmdad a magmtud que no es 1gual a

‘la concentracmn del analito en una muestra problema por lo que es necesario en la prachca o

agregar un exceso de electrolito inerte a muestras y estandares para elevar la ﬁlerza iénica con
el ﬁn de igualar los coeficientes de actividad y poder obtener resultados en telmmos de

concentraclon a parhr de la curva de calibracion.

La respuesta del electxodo tamb1en es afectada por la mcerhdumbre debido a la suposicion de
‘ que el potencial de umon liquida, Ej pemlanece constante después de la calibracion ,cuando en
" realidad dicho potenéial varia ligeramente, puesto que las cbmposiciones electroliticas de

- muestras y estandares d1ﬁeren en forma practlcamente mewtable tal incertidumbre puede

ser de 1 milivoltio o mas.
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" Larelacién entre 16§ etrores promedio en el potencial medido, Ey la actividad a del analito

puede obtenerse a partir de la ecuacion de Nemst.
E=E°+23R T/n Flog.a+Ej.

‘Al sustituir las. constantes por sus Valo:es respectivos a 25°C para éxpresar €l potencial E en

mi]ifzolﬁds, se asume tambiénAque'.el coeficiente de actividad es igual a la ﬁiﬁdad para efectos .

de simplicjdadmat_’emétic_a y al tomar la derivada del potencial con respecto a la concentracion

se obtiene: - - ' ’
dE=(59.16/2.303 ) (dc/c).

Por deﬁhicién, el error relativo dela conceﬁtracibn es igual ala relacion entre_la'vaﬁaéién dela

cbncentracién ¢, debida a la enoertidumbre con respecto a la concenfracién verdadera ¢; de

donde el error relativo porcentual ER, se define como: | '
" ER=100 Ac/c

“Por ,téﬁto, puede escribirse la relacién simplificada:

AE=(02568n)(ER) -

Observandose que el error relativo en la concentréci(')n, solo depende del pote‘ﬁcial'medido ‘

siendo ﬁldépendiente" del rango de conceitracién y del tamafio de la muesta L (29).
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3- MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del Estudio.

El estudio se realizo en seis diferentes haciendas lecheras del Departamento de San Miguel.

Las coordenadas geograficas del lugar son :
13 grados 28 minutos latitud norte y 88 grados 11 minutos longitud oeste y a una elevacion

de 100 M.S. N.M. (22)

Las explotaciones estan localizadas en la periferia de la ciudad de San Miguel, la cual

presenta las siguientes caracteristicas :

3.1.1. Caracteristicas Climdticas .

3.1.1. 1. Temperatura .

La temperatura promedio anual es de 28.6 ° C, la maxima en los meses de febrero a abril
44.8°C y la minima en los meses de noviembre a febrero 14.4 °C . (28)

3.1.1.2 Humedad Relativa.

La humedad relativa promedio anual es de 70 %, regisirz’mdose la maxima de 82 % en

septiembre y octubre, la minima en febrero y marzo la cual es de 58 %. (28)

3.1.1.3. Precipitacion

La precipitacién promedio anual e de 1489.0 mm. (22)

3.1.1.4. Viento.

La velocidad promedio del viento es de 1.6 en la escala de Beaufort, que corresponde de 6 a

11 ecm/hora.
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3.1.2. Topografia del Lugar.

Las haciendas bajo estudio presentan una topografia plana , con un pendiente que va del 1 al 2

%.

3.1.3. Recursos Hidricos

Cada explotacién posee su propia fuentes de agua que consiste en un pozo con bomba

incluida, para satisfacer las necesidades de las mismas. (28).

3.1.4. Edafologia del Lugar.

Los suelos predominantes en las haciendas donde se realizo6 la investigacion son: los franco,

arcillosos, franco y francos arenosos.

3.1.5. Vias de Acceso

Las vias de acceso hacia cada una de las haciendas son carreteras descubiertas , transitables

durante todo €l afio.

3.1.6. Material Experimental.

Para desarrollar la investigacion se utilizaron 81 vaca, que presentaban las siguientes
caracteristicas : |

% Encaste Brouw Swiss - Brahman.

% En periodo de lactancia de 10 dias después del parto.

sk Entre el segundo y séptimo parto.

3.2 Duracion del Estudio.

El estudio se realizo en dos fases: La pn'mém fue pre-experimental , la cual tuvo uﬁa duracion
de 30 dias, comprendidas del 2 al 31 de mayo de 1996; y la segunda fase se realizo del 10 de
Junio al 19 de Julio de 1996 con una duracién de 39 dias.
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3.2.1. Fase Pre- experimeital.

Esta fase se realizo en seis ( 6 ) haciendas, en las cuales se efectué previamente una encuesta
para obtener la informacion necesaria de cada hato lechero (ver anexo 1). Se selecciono 9 vacas
en cada explotacién a las cuales se les efectud a cada uno de los cuartbs”f primeramente la

prueba california (C.M. T) en el momento de la’ recolecc10n de las muestras y luego se les

vdetermmo la concentracion de cloruros por potencmmetrla directa, en los laboratorios de
~ Quimica de la Facultad de Ciencias Agronomicas de la Universidad de El Salvador.

-En. ’total fueron 54 vacas, seleccionadas de acuerdo al encaste, periodo de lactancia 10 dias

despues del parto y que se encontraran de 2° a 7° parto, 51endo 216 muestras de leche

' anahzadas

' -3 2. 2 Fase Experzmental

Determmada las concentra(nones de cloruros en la fase pre- expenmental se seleccmno la
hacienda que presenté mayor incidencia de mastltls en la cual s evaluaron todas las vacas

en produccion, reallzandoles 3 metodos de andlisis para la deteccnon de dicha infeccion; dos

pruebas indirectas (. Potenciometria y el test California ) y una prueba directa ( recuento

bacteriano )

El metodo california ( CMT.) se utlhzo como un indicador para tener una referencia de la‘ ,
presenma de mastitis . La prueba bacterlologlca SII’VIO cOmo testlgo de . comprobacmn al

método de potenc1ometr1a directa.

L;)s analisis se efectuaron en los l'a-iboratorios de los. departamentos de ‘Quimica 'y de
Investlgacmn de Protecmon Vegetal de la Facultad de Clenmas Agronomlcas de la Universidad
de El Salvador y en el laboratorio. de Microbiologia de la Dlrecmon Vegetal y Samdad Animal
del Mmlsteno de Agrlcultura y Ganaderla (MAG) -

Se tomaron muestras de 27 vacas encastadas, lo que representa - 106 analisis de leche La

seleccxon de vacas fue similar a la fase pre - expenmental




-30.

3.3. Procedimiento para Toma: de Mautestras.

Los pasos a Seguir para la recoleccion de las muestras de Ieche’ fue igual en las fases de la

investigacion, asi:

¥ 3

Se recolectaron las muestras antes del ordefio regular.

Las vacas se seléccionaron y'se levaron al lugar habitual de ordefio, en donde se les sujetd

. la cola para impedir cOntaIninar los pezones ya desinfectados. Las zonas aleda_ﬁas fueron

: lavadas con.agua'y Jabon, secadas luego con papel toalla.

La ubre y pezones. se desmfectaron con algodon’ empapado en alcohol etlhco con

“movimiento de abajo hacm amba (del onﬂc1o del pezon a la base) se u’uhzo para elio -

todos los trozos de algodon necesanos hasta que el algodon conservo su color blanco |

' Se ehmmaron los tres pnmeros chorros de leche, para ello se. evito el contacto del pezon

con la boca del tubo 0 frasco, se.tuvo la precaucion de’ no hablar durante la Iecolecc1on de
muestras - para evitar posibles contamma01ones luego se taparon y rotularon 10s frascos
con los datos de la vaca y el cuarto correspond1ente asi las muestras de leche fueron

colocadas en hlelera para su transporte.

3.4 Prueba Eleétrom_mlitié&. ’

7 3.4.1. M etodo de Potencwmema dtrecta,

Es una prueba electroanahﬁca através de la cual se ut]hza la ecuacion de Nernst ( E= E° +RT

aF

‘ Ina+Ej),y perrmte la determma01on de la concentn acion de cloruros

3.4.2. Recursos de Labbrfd?brio.l )

"~ a) Equipo
- Potencidmetro digital (marca Hanna).

Electrodo selectivo a los iones - cloruros.

Agitador Magnético:




—

Micropipetas.

b) Materniales.

Hieleras

Beaker de Teflon

Beaker de Vidrio (250 ml. )

Frascos Plasticos ( 12 ml.)

Pipetas graduadas estériles(1 ml)

Céamara de recuento de colonias

Cajas petii
Mechero bunsen
Camara de flujo laminar

Autoclave:

Tubos de ensayo tapon rosca 16x150 mm y 13 x100 mm.

¢) Medios de cultivo
McConkey

Agar sangre

110

Edwards

d) Reactivos
Solucion de KC1 1.0 M
Solucion KNO; 1.0 M

Solucion KCI de 1000 ppm.

Reactivo de Erlich
Eter etilico
Rojo de metilo

peréxido de hidrégeno al 3%
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3.4.3. Procedimiento del Método. Potenciométrico.

3431 Curva de calibracion y lectura de muestras.

Se m1d1eron con mlcroplpeta alicuotas de solucmn de KCl de 1000 ppm, para obtener

estandares de 25, 50 100,200,400 ppm de KCL

A cada estandar se afiadio 10. ml de solucién 1.0 M de KNO;, agua destilada para hacer un. .

-volumen de 20 ml.

Se leyeron en el potenci(')metro’ observandose que la lectura en miliv‘oltios‘ permaneciera estable

durante 15 segundo; se ploteo la curva en papel milimetrado. (Ver anexo # )

Lectura de Muestras

Reallzada la curva de callbracmn se procedi6 a las lecturas jen las muestras de leche la cual se

reahzo de la siguiente manera

: a) Se mldlo 10 ml de muestra de léché con unar micropipeta y se"colvo(:é‘ en un beaker de-50 ml.

'b) Se. afiadié a cada muestra 2. O ml de KNO;.1.0 M y38 ml de agua, se puso el beker en

agltador magnético durante 30 segundos para homogemzar la solucion.

. ©) Homogemzada la solucion se ley6 en el potenciémetro los milivoltios de cada muestra.

3.4.4. Cilculos.

- La lectura proporc_ionada por el potenciométro es dada en términos de milivoltios ( mv ), por lo

que es necesario tranformarlo a porcentaje de cloruro, puesto que de esta manera. puede ser

- mterpretado su concentracion dentro de los tipos de leches.

Las formulas utlhzadas son las siguientes:
Regresion Lineal. ' :

C (ppm.) % Antilog [ Lectura-K | ]» X 2
La concentracion de cloruros se multlphco por 2 debldo aladilucion  empleada para leer en el
potencmmetro | . '
K = Intercepto

S = Pendiente.

-~ %Cl =ppm_ x - 100

- 10°¢
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‘ ‘3 5 Medws Selectivos . _
~ Muchos casos de mastitis sub clinica sélo pueden ser conﬁrmados por los métodos de cultivo,

en donde . el alslmmento e 1dent1ﬁcac16n de un organismo. especiﬁco presente en le leche es |
 considerado como prueba de que el cuarto de una ubre esté infectado, afirmacién cierta si la
: kmuestra ha ‘sido tomada con la asepsm con'ecta es por eso que se tomo .l mayor de los -
cmdados a la hora de recolectar las muestras de leche de vaca destinadas a los medios de
jcultwo ‘ _
~ Pama el alsla.tmento de. bactcnas causantes de mastitis pmsentes en las muesifas, se utﬂlzb
medlos de cultlvo selectlvos como: Agar Sangre, Medio # 110. Edwards y McConkey en
donde se 1dent1ﬁcamn las bactenas mﬂs comunes causantes de esta enfetmedad Estafilococos ,”

Estreptococos yEschenchm coli. (3).

3.5.1. Medio Agar Sangr_ . 4
Este tipo de medlo se prepanb en base a dos componentes Agar nutritivo y sangre.

Para el agar nutritivo se pesé 23 gramos de medio en polvo deshidratado dﬂmdos en un htro

de agua destilada mezclando y calentando hasta llevarlo a punto de ebulhcl()n luego se llené

con 18 ml. de medio en tubos de ensayc con tap()n rosca de l6x 150 mm. y esterﬂlzado a 121°C

a 15 Lbs. de preauén durante 15 mmutos enel autoclave o

' Después de esterilizados se de_]o enfriar los tubos con el agar, en este momento se agregé 1 \

- ml de sangre a cada tubo; para este caso se utilizé sangre- humana homogemzada

Para obtener una mezcla perfecta se reahzaron movmnentos oscllatonos suaves; luego se
~ virtié en placas de petn estériles dejando reposar hasta sohdlﬁcarse

" . Después de sohdlﬁcado ‘el medlo de cultlvo se llevb a cabo la siembra de 106 muestras de

leche cruda ( 4) ‘ ‘

3.5. 2 Medto #110. ‘
El agar # 110 es selccttvo para el mslaxmenfo e mveshgaclén de staphylococcus .ya que posee .
" maniiol y gelatma Para este tipo de- medlo se pesé 149 grs. de polvo deshidratado de agar #
| 110, dllmdos en un htm de agua desnlada se calemb con agltacmn ﬁccuente hasta llegar a - '
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punto de ebullicién; luego se esterilizé a 121 © C a 15 Ibs. de presion por 15 minutos en

autoclave. ( 3, 4).
Después de esterilizado se dejo enfiiar el medio a 47°C dejando reposar hasta solidificarse y

sembrd de igual forma y niimero de muestras que el agar sangre.

3.5.3. Medio McCankey.

El agar McConkey es selectivo para aislamiento e investigacion de microorganismos entéricos

como la Escherichia Coli, que se encuentra en gran parte en leches mastiticas.

Para este medio se pesaron 50gr. de polvo de_shidratado de McConkey diluidos en un litro de
agua destilada. Se mezcl6 bien y se calento con agitacion frecuente hasta llegar a punto de
ebullicion, luego se esterilizé a 121°c a 15 Ibs. de presion por 15 minutos en el autoclave.
Después de esterilizado el medio se dejo enfiiar a 45°, en cuyo momento se virtieron 18 ml.

por placa de petﬁ eStén'l, las cuales se pusieron a reposar hasta solidificarse. (4 )

3.5.4. Medio Edwards

Este tipo de medio se utiliz6 para la identificacion de Estreptococcus, el cual fue

- proporcionado por la Direccion General de Sanidad Animal del Ministerio de Agricultura y

Ganaderia (MAG), en donde se preparé de la forma siguiente:

Se pesaron 40 gr. de agar base disuelto en un litro de agua destila estéril, calentado hasta llegar
a punto de ebullicion, ya disuelto el agar se agrego 1.0 gr. de Aesculina y se esterilizé luego en
autoclave durante 15 minutos a 15 Ibs. de presion.

Después de esterilizado el medio se colocod en bafio de Maria con el propodsito de bajarle la
temperatura a 45 °c, luego se agrego 100 ml. de‘sangre de carnero en donde se homogenizd
hasta, que se incorporo bien la sangre en todo el medio. Después se procedio a colocar 15 ml.
de medio por caja de petri esterilizada. (3,4 ).

Se tomd con otra pipéta graduada estéril 1 ml. de la dilucion 1:10 y se colocd en un tubo con
agua destilada estéril formando asi la segunda dilucién (1:100) de igual manera se preparo las
diluciones decimales siguientes hasta llegar a 1:10000. ( 3,15 )
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3.5.5. Siembra de 'la placa petri.

Este proceso se realizo en una camara de fluyjo la.mmar aux111ada de 2 mecheros 11po bunsen,

‘en donde se utlhzaron 4 cajas petn estériles por muestra para las d]luc1ones

Para reahzar la siembra, se tomé con un pipeta graduada estenl 1 ml de la pnmera dilucién

(L 10) y dep051to en una caja petn estenl la cual se 1dent1ﬁco con el mimero de la muestra,

- nombre de la vaca y la dilucién respectlva.

De la misma forma se sembro las diferentes muestra's *‘y’ diluciones en placas petri 'eStéﬁles;, :
usando siempre plpetas graduadas estenles ‘

En todas las diluciones se hicieron dos siembras para obtener datos mas representatlvos y o

: conﬁables. ( 3,15)

3. 5 6 Llemzdo de placas petrz

A cada placa petri con su respectlva dilucién se le agrego 18 ml. de agaI ‘nutritivo estenl :

fundido a 45°y. mezclado con movnmentos rotativos en fonna de ocho Se de_]o reposar las

placas hasta que el medio se sohdlﬁco luego se.incubaron en fonna mverhda enla estufa a'37 |

°C durante 24 horas .

- 3.5. 7 Recuento de colomas »

Las colomas bactenanas se contaron despues del penodo de incubacion, para lo cual se ehg10

la d11u01on con crecumento de colomas bacterianas mas adecuadas se utlhzo para ello una

_camara de recuento de colonias automahca (13)

3.6 Pruebas Biogiimicas.

Estas pruebas se- utilizan para 1dent1ﬁcar las espec1es de mlcroorgamsmos bactenanos
presentes en los. cultivos selectwos para e]lo se unhzo medlos y ‘reactivos especlales para

identificar las bacterias.
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3.6.1. Prueba de Imvic (Indol 10jo de metilo, Voges Proskauer y 01trato de Simmous).

Esta prueba se usd para 1dem1ﬁcar Eschenchm coli y dlferenclarla de otros bacﬂos entéricos

como Enterobaqter aerogenes.

3.6.2. Indol. |
Preparado a base de caldo nutritivo de Tnpucasa Soya con Tnptofano sembrando en €l un
indculo de la bacteria de mteres para. e]lo se utilizaron tubos de ensayo con tapon rosca de 13
x 100 mm. contemendo 5 ml. de caldo nutritivo estéril, el cual se incubé por 72 horas a 37 °C
 Pasado este penodo se le agrego 20 gotas de éter etilico; se mezcld y se dej6 reposar por 10

,mmutos,» luego se le agrego. 10 gotas de reactwo de Erhch.

3.6.3. Rojo de Metilo, .

Preparado a base de éaldo Rm. vp(RojoA de metilo-vogues -Proskaﬁer), en donde se hizo la
siembra de un inéculo' dela ba’ctéﬁa‘ de mteféé' para ello-se utilizé tubos de ensayo con tapon
~_Tosca de 13 x 100 mm. con 5 ml de caldo RM-VP estéril e mcubado a37°C durante 72 horas; -

’ 'despues de este penodo sele agrego 3 gotas de mdlcador Ro_]o de metllo

36 4 Voges- Pfoskader -

Preparado a base de caldo Rm~vp en donde se sembro un moculo de la bactena de mteres para‘ ‘ .}
ello se uuhzaron tubos. de ensayo con tapon rosca de. 13 x 100 mm. estériles con 5ml de’
dicho caldo e incubado a 37°C durante 72 horas; después de este penodo sele agrego 10 gotas
de mdlcador Alfanaﬁol y 4 gotas de hldI'OdeO de potas1o al 40% »

3.6.5. Citrato de Stmmoms A ,
El medlo uhhzado fue agar nutnhvo con azul de bromotimol. Para la s1embra se utlhzo tubos- :

de ensayo de 13 x 100 mm. y 4'mm. de ‘dicho agar, el cual se esterilizé a 121°C a 15 Ibs. de
presmn durante 15 mmutos sembrando el inoculo del fondo hacia amba del bisel e mcubado

por 24 horas a37°C.




-46-

3.6.0. Prueba de Catalasa.

Esta prueba se realizé para diferenciar especies de Estreptococos y Estafilococos, en donde se
utiliza el reactivo peréxido de hidrégeno '(H202) al 3%, preparado a base de una solucion de
H;0, al 30% a una dilucion 1:10 con agua destilada.

Dicha pfueba consistié en tomar de los cultivos que crecieron en Agar #110, Edward y agar
sangre, una cantidad de colonias bacterianas auxiliados de una asa bacteriologica; transferidas
luego a un porta objeto en donde se le agregé 1 gota de dicho reactivo, para hacer la

“identificacion respectiva.

3.7. Recuento de colonias

3.7.1. Método de la placa de petri vertida.

Con este método se detectan bacterias coliformes, in6cuas patogenas, y el niimero total de

bacterias viables presentes en las muestras de leche de vaca.

3.7.2. Preparacion de diluciones.

Se preparo 6 tubos con 9 ml. de agﬁa destilada estéril para cada muestra, en donde se hizo una
serie de diluciones decimales; o sea 1 ml. de muestra o dilucion por 9 ml. de diluyente.

Antes de preparar las diluciones se mezclé las muestras de leche de vaca homogéneamente con
movimientos oscilatorios; luego con una pipeta graduada estéril en forma vertical se tomo 1
ml. de leche y se transfirié a un tubo con 9 ml. de agua destilada estéril, = se form¢ asi la

primera dilucion (1:10). Transcurridos 3 segundos se homogenizé. (3,15)
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3.3 METODOLOGIA ESTADISTICA

3.8.1 Factores de estudio

En esta investigacién los factores a evaluar para la cuantificacion del grado de mastitis

fueron: prueba de concentracién de cloruros totales y prueba bacteriologica.

3.82 Tratamientos y descripcion.

TRATAMIENTOS DESCRIPCION
Meétodo 1. Concentracion de cloruros Indica el grado de infeccion de mastitis .
( Variable independiente) Dicha concentracion dio el porcentaje de

cloruros que se midid por el método de

potenciometria directa (método electroqui-

mico)
Método 2. Bacteriologico , Se utilizd como testigo relativo, ya que a
(Variable dependiente) través de ella se confirmd la presencia de

bacterias mastiticas.

Nota: Estadisticamente se tomo como variable independiente la concentracion de cloruros,
por ser la variable en estudio.

A los resultados obtenidos se les aplico la prueba de correlacion, para realizar su analisis
estadistico; lo cual ayudo aelaborar una tabla para poder determinar concentraciones que
sirvan como parametro entre las concentraciones bacterianas causantes de mastitis y el

porcentaje de concentracion de cloruros.

3.8.3. ANALISIS DE LA INFORMACION.
3.8.3.1. Correlacion de Variables.

Para evaluar el grado de asociacion de las variables bajo estudio: concentracion de cloruros,

ntimero de colonias bacterianas, se utilizé el analisis de correlacion a un nivel de significancia

del 5% y su expresion matematica es la siguiente:
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P=[EXY_IXZYP/ [EX_EX)] [EY_EY)’]
n ) n

“n
sumatoria de productos XY suma de cuadrados de x sumade cuadrados de Y
Donde:
r = Coeficiente de correlacion
X = Variable independiente.
y = Variable dependiente

n = Ntamero de Pares de Valores (8 )

3.8.3.2 Significancia del coeficiente de correlacion.

Se utilizd el nivel de significacion de 5%; para comprobér la significacion de correlacion se

ocupo la prueba "t” de student.

Hipotesis estadistica.

Ho= r>= 0 Indica quie entre la concentracion de cloruros y el mimero de colonias bacterianas

no existe correlacion y que esto se debe a la casualidad.

Ho=1* # 0: Indica que existe correlacion entre la concentracién de cloruros y el nimero de
colonias bacterianas o sea que el valor obtenido sera tan grande o mayor que el valor

observado.

3.8.3.3. ANALISIS DE REGRESION

Para determinar el grado de dependencia entre las Qariables se aplico el analisis de regresion.
A continuacion se detalla el proceso para dicho analisis
S.C.X.= IX*-C X)m

RS CY=2 X*-EX)m
M S P cruzados XY= XY-CX) EZY)/n
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n Coeﬁci'ente de regresion (b)= _ XY- (X X) .Y )/n
X (EX)P

DONDE:
b= Coeficiente de regresion
X= Variable Independiente
Y= Variable dependiente
n= Numero de pares de valores
Y XY = Sumatoria de productos cruzados
> X= Sumatoria de variable independiente

¥ Y = Sumatoria de variable dependiente.

3.8.4. Toma de datos.

Los datos a tomar fueron la concentracion de cloruros y el numero de bacterias mastiticas; los
cuales se colectaron tres veces por semana por un periodo de un mes.

Esto comprendio la fase experimental.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados y discusion de las pruebas de potenciometria directa y bacteriologicas, en

muestras de leche sana.

Al analizar las muestras de leche por potenciometria directa se encontraron concentraciones de
cloruro que oscilan de 0.077 %- 0.114 %, valores que se encuentra dentro de la clasificacion de -
leches sanas ( Ver tabla 3 ). Estos resultados coinciden con los analisis bacteriologicos de>las
mismas muestras, en los cuales no se encontrd la presencia de bacterias causantes de mastitis,
solamente colonias de bacterias inocuas.

El comportamiento de las concentraciones de cloruros y el nimero de colonias de bacterias se
observan en la figura 6 y tabla 3, los cuales tienen una relacion directamente proporcional, lo
que indica que a medida aumenta la concentracion de cloruros se incrementa el namero de

colonias bacterianas.
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Segin los resultados estadisticos de correlacion lineal simple se da una relacion en las
concentraciones de cr y el nimero de colonias bacterianas del 0.971 el cual tiene alta
significancia val 1.0% en donde se puede asumir que hay una relacion bastante acertada, donde
se obtuvo un coeficiente de variacion de 10.1%, lo cual indica que la media obtenida es
bastante ‘représehtativa y vériﬁca la ‘precision de la investigacion, lo cual constituye una
ilustracion del error relativo y la poca variabilidad en cuanto a la repetibilidad de los anlisis.

(Ver anexo #13 )

Para verificar el grado de dependencia entre la concentracion de cloruros y nimero de bacterias
se hizo un analisis de varianza de regresion (ANVA) en el cual se obtuvo un alta significancia
al 1.0% lo que refleja que el nimero de colonias bacterianas dependen del porcentaje de

cloruros .
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Tabla 3.- Correlacion en la concentracion _de cloruros y el nimero de colonias de

bacterias en leches sanas.

N ’ X Y

[cr] - NCB
1 0.077 V 50
2 0.089 , 60
3 0.097 ’ 70
4 0.098 ‘ 70
5 0.103 80
6 0.105 80
7 0.106 ‘ 80
8 0.107 90
9 0.108 90
10 0.109 90
11 0.110 90
12 0.113 100
13 0.114 100
>X=1.336 >y=1050
X =0.1027 ~ Y=280,769
X*=10.13859 Ty2_ 87’500'
Z XY =109.72 N

* NCB = Numero de Colonias Bacterianas
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LECHES SANAS.




4.2. Resultado v discusion de las pruebas de potenciometria directa en leclies en proceso de
transicion.

Por medio de cultivos bacteriologicos se pudieron determinar los siguientes agentes causales:

Estafilococos aureus y Estreptococos agalactiae.
Los datos de las muestras de la tabla 4 son leches enfermas y se clasifican como leches.en
transicion ; por lo que no presentan una relacion directamente proporcional en la concentracion |

de cloruros con el nimero de colonias bacterianas

La variaciéon del nimero de colonias en las qué .se encontraron concentraciones de cloruro que
dscilan de 0.117 % a 0.138 % esto se podria deber a la fase de invasion. En esta los-
mlcroorgamsmos pasan del exterior de la ubre a la cnstema de la leche donde hay una reaccion
propia de los tejidos a la penetracion de estos agentes causales como: exudado inflamatorio con
un numero mucho mayor de leucoc1tos y cloruros en la leche que dan las condiciones
adecuadas para el desarrollo de estas bacterias que producen la mastitis, sin pres_entar ninguna
fnanifestacién cliniéa ni alteracion alguna que pueda ser observada. ( 3, 26_ ); momento en el A
cual todavia puede- haber una recuperacion espontanea y la infeccion puede pasar inadvertida;
pero cuando pellsisfe la infecciéon contintian multiplicéndose los microorganismos siguen
descendiendo las defensas de la ubre y se presenta la invasion del tejido glandular con una

reaccion inflamatoria.

~ El tejido mamario es‘lsusceptible a la infeccion variando de vﬁca a vaca, jugando un papel
importante en la presenCIa 0 ausencia de bacteriofagos que se encargan de controlar la invasién
. bacteriana y prmmpalmente la invasion estaﬁlococwa estos microorganismos no patogenos en
la ubre producen un estimulo local del mecanismo de defensa, el cual es suficiente para prevenir
el establecimiento de ﬁna infeécién cuando penetran  en la glandula mamaria nuevos

microorganismos.

Segun el analisis estadistico en estos tipos de leche la concentracion de cloruros’y el nimero

de colonias bacterianas no presentan relacion directa; en donde los resultados de correlacion
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lineal simple de los cloruros y el niimero de colonias de bacterias es 0.2990, el cual no tiene
significancia al 5% y 1%, por lo que se asume que el método de correlacion lineal no fue capaz
de percibir la fase en la que se da la transicion de la enfermedad. Ademés se obtuvo un
coeficiente de variacion de 5.20 % indicando que la media obtenida es altamente representativa
verificando que la investigacion es precisa ¢ indica el grado de errores cometidos.

(ver anexo #13).

De acuerdo a los analisis para verificar el grado de dependencia entre la concentracion de

- cloruros y el mimero de colonias bacterianas se hizo un analisis de varianza de regresion

(ANVA), en el cual no se obtuvo significancia al 5% y 1% (ver anexo #16)

Es por ello que e$ta fase de transicion de la enfermedad solamente pudo ser analizada

técnicamente.
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TABLA 4. - Correlacién en la concentracion_de cloruros y el _numero de colonias de

bacterias en leche en periodos de transicion.

n Concentracion de Nimero de colonias
cloruros bacterianas
X ' Y
11 0.117 ‘ 1400
2 0.118 | 130
3 0.119 140
4 0.121 130
5 0.123 1300
6 0.126 130
7 0.127 _ 1500
8 0.128 1300
9 0.129 ] 1600
10 0.130 | 1500
11 0.131 1400
12 0.13,2 : 1100
13 0.133 A 150
14 0.134 ' 1200
15 0.135 1200
16 0.136 : 1600
17. 0.137 1500
18 0.138 190

I X=2314 X=0195 £ X’=0298238 I Y=17470

S XY=2266.78 Y=970.55 X Y’=23388900
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4.3. Resultados vy discusion _de las _pruebas _de ClI _por Potenciometria directa y

bacteriologicas en muestras de leche enferma.

Estreptococos, tipica formacion de " Estafilococos, bacterias redondeadas ~ Gérmenes coliformes, bastoncitos

cadenas

Fig. 8 Agentes causales que se presentaron con mayor frecuencia en los cultivos:

~ bacteriologicos.

Por medio de cultivos bacteriologicos se pudieron determinar los siguientes agentes causales :

Estafilococos aureus, Estreptococos agalactiae, Escherichia coli. ~ Dichos "agentes se

presentaron. con mayor frecuencia en las vacas que se encontraban entre el sexto y séptimo

pﬁartok.

Al ‘analizar las muestras de la (tabla 5) , los datos objténidds' en los analisis de-las leches

enfermas, donde se encontraron concentraciones de cloruro que oscilan de 0.140 % a 0.332 %,

~ tal como se visualiza en la figura 9., se observa una relacion directamente proporcional entre la-

concentracion de cloruros y el nimero de colonias bacterianas, observandose un

‘comportamiento.similar al de las leches sanas, indicando que a medida aumentan los cloruros se

incrementa el numero de colonias de bacterias.

¢
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La relacion concentracion de cloruros y nimero de colonias bacterianas, se podria explicar en
base a lo dicho por ( 5,6 ), que cuando un microorganismo penetra el pezon y llega a la
glandula mamaria, hay una reaccion propia de los tejidos a la penetracion ocasionando un

edema intersticial, lo que provoca un aumento de leucocitos que trae como consecuencia que la

" leche presente “cloruros de la sangre’, lo que ocasiona el aparecimiento de los eritrocitos,

aumentando la temperatura de la ubre ya que la leche es un excelente medio de cultivo,
proporciona condiciones apropiadas para que las bacterias que producen la mastitis puedan

desarrollarse.

El analisis estadistico de correlacion lineal simple demostré la relacion que existe entre las dos
variables (concentracion de cloruros y el nimero de colonias de bacterias), cuyo valor fue lineal
y positivo, obteniéndose un valor de 0.9235628; indicando que es altamente significativo al 1%,
lo que asume la rélacic’m que existe entre las dos variables.

Ademas obteniéndose un coeficiente de variacion de 25.80 el cual indica que la media obtenida
tiene representatividad, lo que constituye una ilustracion del error relativo y demuestra la poca

variabilidad existente en cuanto a la repetibilidad de los anélisis. (ver anexo #13 )

De acuerdo a los analisis para verificar el grado de dependencia entre la concentracion de
cloruros y el nimero de colonias bacterianas se hizo a la vez un analisis de regresion (ANVA)
en el que se obtuvo una alta significancia al 1%, lo que hace reflejar que el nimero de colonias

bacterianas dependen del porcentaje de los cloruros.
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TABLA 5. - Correlacion en la concentracion de cloruro vy el niimero de colonias

bacterianas en leches enfermas.

N Concentracion de Numero de colonias
cloruro 'baéterianas
= —
1 0.140 1700
2 0.141 1700 -
3 0144 1700
4 | | 0.147 - 1700
5 70.148 1700
6 T 0.153 1800
7 0154 1800
3. 0.155 1800 -
9 0.158 1300
10 0.159 1800
11 0.160 1800
P 70.161 '1300
13 0.164 1300
14 0.167 1800
15 0.168 1800 .
16 0.175 1900
7 - 0.193 41000
18 70.196 71000
19 0199 100,000
20 0.200 500,000
21 - 0.201 v900,'ooo 4
22 0.207 '_3,000,000
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23 , 0215 | 3,200,000

(& -

{1

24 | o022 T 3,300,000
5 o224 | 3,400,000
26 | . 05 [ 3500000
27 | 0230 3,600,000
28 o33 3,700,000
29 0235 1 3,700,000
30 | . 0236 | 3,700,000
31 0237 73,700,000
32 T 0243 | 3,800,000
33 T 0245 3,800,000
34 0251 1 3,800,000
B3 T 0255 | 4,000,000
36 - 0268 4,200,000
37 | 0276 | 4,300,000
38 0283 | 4400,000
3% 0307 T 4,700,000
a0 0317 4,800,000
a 0327 | 490000
2 T 0332 I 75,000,000
% XY=2.266.78 © Y=200572381
- X=0.2107

X X=8.85 N . X Y=284240400 ‘
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5- CONCL USIONES

Los resultados obtemdos determinan que la tecmca de potencmmetrla d1recta puede ser

utilizada como una alternatxva para detectar mastms de manera eﬁc1ente

Las concentraciones de cloruros en las muestras de leche analizadas, poseen una

relacion directa al aumento del nimero de colonias- bacterianas.

 El rango de concentraciones normales de cloruros en leche cruda en el departamento-

de San Miguel, oscila de 0.077% a 0.114%, ~con un mAaximo “de 100 colonias

bacterianas inocuas .

Las concentraciones de cloruros mayores de 0.14% con un minimo -de 1700 colonias

- de bacterias patogenas (Estreptococos agalactiae, Estaﬁlococos aureus y Escherlchla»

coli), son consideradas como leches enfermas de mastitis o mamltls

' Las concentraciones de cloruros cuyo rango va de 0,117 % a 0.138% y que tienen

una variacion en cuanto al numero de bacterias ( inocuas y patdgenas ), son

consideradas como leches . en periodo de transicion de sanas a  enfermas de mastitis

O .mamitis.

“La evaluacion estadistica demuestra la relacion existente entre la concentracion de

cloruros =y el nimero - de colonias de bacterias la. cual es directamente

- proporcional. Por consiguiente. la dependencia . que existe entre ambas, donde se

obtuvo precision 'y 3 exactitud le dan confiabilidad a la  metodologia

aplicada.(potenciometria directa). -
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- RECOMENDACION

Realizar muestreos periodicos para detectar problemas de mastitis, para  poder
contar con mayor informacion que permita tomar medidas para el control de dicha

enfermedad.

Recomendar a los ganaderos de laregion, poner en control las vacas que presentan
leches. con concentraciones que estén en el periodo de transicion de la enfermedad

(0.117% a 0.138% ), como una medida para minimizar la enfermedad enla zona.

Efectuar el antibiograma ( prueba de tolerancia ) para utilizar el medicamento especifico

a cada germen causante de mastitis .

Realizar la prueba cada quince dias, para tener un mejor control de la enfermedad y

disminuir la incidencia de mastitis ‘en los hatos.

Desarrollar  investigaciones en otras zonas del pais utilizando el método

potenciomeétrico, para establecer pardmetros sobre las concentraciones de cloruros.
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ANEXO 2. CURVA DE CALIBRACION.

Se realizo la curva de calibracion con los siguientes estandares : _

25 ppm, 50 ppm, 100 ppm, 200 ppm, 400 ppm. Preparados de la siguiente manera :
M atenial y equipo utiizado: beakers de 50.0 ml., micropipetas y el potenciometro.
Reactivos utilizados : H,O destilada, KNOj; 1 M, solucién estandar (KCI1 1 M). |

1) 25 ppm= H7_.5 ml H,O +2ml KNO; 1 M +.0.5 ml de solucién estandar |
Logc= |(KCl 1M)
E=
2) 50ppm= |17mlH,0+ 2 ml. KNO; 1 M + 1 ml de solucion estandar (KC1 1 M)
Loge=
e
3) 100 ppm = _l-g ml H;O -+ 2ml KNO;1 M +2ml de solucién entandar ( KCI 1 M)A |
Logc= ’ '
E=
4) 200 ppm = |14 ml H,O + 2 ml KNO; 1 M + 4 ml de solucién estandar (KC11 M)
. Logc=
5) 400 ppm = [10ml H, O+ 2 ml KNO; 1 M + 8 ml de solucién estandar (KC1 1 M)
Log= ' |
E= L ; /
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Preparadas las soluciones, se analizan en el potenciometro para obtener las lecturas, luego se
grafico la curva de calibracion en papel milimetrado ploteando el potencial de la celda (Mv) |
contra el logaritmo de la concentracién de cada estandar para determinar la lineabi]idad dela

| curva. Se encontro la correlacion (1) entre la lectura y el loganitmno de la concentracion,
ademas se determino el intercepto (a) y la pendiente (b) indispensables para la aphcacmn dela
formula y encontrar las concentraciones de iones cloruro.

Para la lectura de las muestras de leche se preparo la siguiente sélucién 110 ml de H20 +2 ml
de cloruro de potasw (kCl de 1000 ppm). Se realizaron los calculos para encontrar los valores
de iones cloruros aplicando la ecuacion de Nernst. \ ‘

La concentracion de iones cloruro se multiplico por 2 debido a la dilucién 1 a 1 empleada para .

leer en el potecidmetro.

ANEXO 3. Preparacion de 1.0 litro de Nitrato de Potasio (KNOy) 1 M

Se pesaron 101.11 gramos de nitrato de potasio (KNO;) en un beaker de 600 ml, se agregd
agua destilada mas o menos 300 ml para disolverlo. Después se traslado en un frasco
volumétrico de 1000 ml. Se afor6 siempre con agua destilada hasta completar 1.0 litro.

ANEXO 4. Calculo de correlacion de leches sanas.

Sumatoria de x (concentracion de cloruros ).

2X=X P X+ Xzt . X,
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Zx=0.077 +0.089 +0.097 +.... + 0.114
¥x = 1.336. '

Sumatoria de Y ( numero de colonias bacterianas ).

- XY=y tyatys o + Tn.

Y =50+60+70 +... 4100

T XY =1050

Media de x
X=3Ix
n
= 1336
13
x =0.1027
. Sumatoria de cuadrado de x
8-C. X=X - 12)()2

n

s.cx = (0.077) + (0.089) + (0.097) + ..+ (0.114)- (0.077+0.089+..40.114)*

scx = 0.13859-0.13729
scx =0.0013

Suma de cuadrado de y

scy = Zy*- (By12)

n

Media‘de Y

¥=1050
13

¥=180.769.

13




[
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[t

r

sey = (50)2 + (60)% + (70)> + ..+ (100)> (50+60-+70+...+100)>
| | . .

scy = 87500-84807.69

scy = 2692.31

Loy = xyD +(exy)+... +@xy.) o
Zxy = ( 0.077 x 50) + (0.089 x 60) + (0.097 x 70 ) + ...+ (0.114 x 100)
Txy=109.72 '

Prueba de correlacion para leches sanas.

Zxy-(ZxZy)/n

V Ex2- (@Y 0. Ty - Cy)n

109.72 - 107.9076923

r=

V(o.0012424) (2692.307692)
r=0.971
Prueba de regresion para leches sanas.

b=Yxy-(Zx.Xy)/n
IX-(CEx)P/m

b=109.72 - (1.336 x 1050 ) / 13
0.138592 - 0.13729

b =1402.1807
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ANEXO 5. Calculo de correlacion de leches en fransicion

“sumatorio de x (concentracion de cloruros )
Zx=x1+txp+x3+..+xn

Tx=0.117+0.118+0.119+0,121 + ... +0.138

LN

Zx=2314

Sumatoria de y (mimero de colbnias bactenianas )

Ly=yity:vy+..yn

Ty = 1400 + 130 + 140 + ..+ 1500

Iy=17470
Medida de x : ‘ , NMedida de v
Tx=Ik y=Iy
n n
X=2314 T = 17470
18 18
X=0.1285 F=970.555

Sumatoria de cuadrado de x.

scx = i - §§x22

n




to R
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@

o=

Sex = (0.117)*+ (0.118)* + (0.119)* + .+ (0.138)* - (2.314)

18
scx = 0.298238 - 0.297477
sex = 0.000762

Suma de cuadrado de y : | -
scy =Xy’ - (Ty )*
n ,
scy = ( 1400 )* + (130 )* + (140 )> + ( 130 )% + ...+ (1500)? - (17470)
| ‘ 18
scy = 23388900 - 16,955605.56
scy = 6433294.445 |
Txy = (0.117 x 1400) + (0.118 x 130 ) + ( 0.119 x 140) + ...+ (0.138 x 190)

Txy = 2266.78

- Prueba de correlacion para leches sanas.

Zxy - Ix.Zy/n’

\/}:x‘z-ogx)2 zfp_:y)f

n n

2266.78- (2.314 x 17470 )/18

r:

V0.298238 - (2.314)* 23388900 -( 17470 )*
18 18
r=2266.78 - 2245.86 '

\ , 4902.170367

r=0.2990
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Prueba de regresion para leches en transicion

Zxy- (Ex.Zy) /n
b=

Tx2 - (EX)zl /n

.

(e

2266.+8 - 2245.865556

0.298238 - 0.297477555
b=27502.9

ANEXO 6. Cilculo de correlacion de leches enfermas.

Sumatoria de x (concentraciéﬁ de cloruros )
TX=X; +tXptx3+...+xn
Tx=0.140+0.141 +0.144 +0.147 +...+0332
Tx=885 | '

Sumatoria de y ( nimero de colonias baclerianas )

e Zy=yi+y.tyst..tyn
' Ty = 1700 + 1700 + 1700 +1700 + 1700 + 1800 + ... + 5,000,000
Ty = 84240400 f
Media de x | Media de y
X Xy
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8.85 - : 84240400
_= ?:
42 - 42
= 0.210714285  $2,005.723.81

Suma de cuadrado de x
scx = Ix> - (X 22

n

sex = (0.140)° + (0.141)> + (0.144 )* + .. +(0.332)* - _ [ (0.140 +0.141 + ... +0.332)*]

_ 42
scx = 1.986022 - 1.864821429 '
scx = 0.121200571

Suma de cuadro de y

SCY=EY27(‘¢:;)1
‘ " n

scy = (1700 )* + (1700)*+ ...+ (5,000,000 )* - (1700 + 1700 +...+5,000,000 )* .

42
scy = 332456772500000 - 16896297600000
scy = 163493+96500000

Sumatoria producto x,y
Zxy=(@xy1)+@Exyz)+...+(Enxyn)
Txy = (0.140 x 1700 ) + (0.141 x 1700 ) + ...+ (0.332 x 5,000,000 )

* Txy =21861863.7
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Prueba de correlacion para lehes enfermas.

Ixy - Zx - Zy/n

= , _
sz2 - (Ex)%n . Iy - Cy)*/n

21861863.7 - 17+50655.71

r= }
| V 1981557418 x 1013
r=0923562
7
" Prueba de regresion para leches enfermas.
Zxy - (Zx.Zy)/n
b= :
I - @)’ /n
4111207.99
b= E n )

0.121200571

b =33920698.2

- ANEXO 7. Prueba de hipdtesis correlativa para leches sanas.

HoP=0

- HoP=0O
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t=0971\/13-2 ’!

1-(0.971)*

t=13.47
t=(tabla)=2.201al 5% *
=3.106al 1 % **

AMmmm&s@ﬁﬁmﬂWoﬂl?ﬁ
Significativo al 5 % '

Aﬁﬂﬂﬂ?&I%mwudbhqwkmwamﬁ%ﬂhapmwhthenhwnﬁdﬁm

{
{= 0.299V 18-2 |
1- (0.357)°

‘ ]
1=0.299 V 16
0.872551

t=128
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t (tabla ) = 2.120 al 5% ™
2.921al 1% ™

No significativo al 1% -
No significativo al 5%

' ANEXO 9. Prueba de hipotesis correlativa para leches enfermas.
Ho=0 "
Ho+O

t=r\’ n-2 L

1-7

t=0.923\ /42-2 ‘

1-(0.923)

{= 0.923\/ 40 !

1-0.851929

t=0.923 \/ 40 |

0.148071
t=15.17

t=(tabla)=2.021al 5% *
=2.704 al 1% **

Altamente significativo al 1%
significativo al 5%
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ANEXO 10. Coeficiente de variacion para leches sanas.

i
S =\/z (x-%)? :
-1

n

s=V 0.00129237 _

12 T !

\

S =0.01037749
S

CvV= --x100
X

0.01037749
CV= x 100
0.1027

S CV=10.1




ANEXQO 11. Coeficiente de variacion para leches en pen’ado de transicion

5= Viam? _'

n-1

S =V(_)._(m0760444

17
S = 0.0066882
5
CV. = X 100
< |
0.0066882
CV.= x 100
0.12 85
C.V.=5.20

N

ANEXO 12. Coeficiente de variacion para leches enfermas

n-1

S =\/o. 121200571

41




K

S =0.054370134

s
CV.= x 100
X
£ 0.054370134
CV.= : x 100
0.210714
C.V.=25.80

ANEXO 13. Grado de representatividad de la media aritmética, pard distinto

coeficientes de variabilidad,

Valor del coeficiente
de variabilidad.

Grado en que la media
representa a la serie.

'De 10 a menos de 20%

| De 30 a menos de 40%

De 0 a menos de 10 %

De 20 a menos de 30%

De 40% o mas

Media altamente representativa.
Media bastante representativa
Media tiene representatividad.
Medida cuya representatividad es
dﬁdosa.
Media carente de representativi-
dad.
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ANEXO 14. Concentraciones de cloruros por hacienda.

HACIENDA LOS LAURELES.

NOMBRES CONCENTRACIONES ' DE CLORUROS (%)
1 2 3 4
1- Monja 0.096 0.112- | 0.096 0.107
2- Compena 0.106 0.110 0.116 0.118
3- Comara 0.127 0.099 0.111 0.133
4- Celipa 0.122 0.129 0.116 0.107
5- Alcaravana 0.129 0123 | 0.121 0.107
6- Jardin 0.140 | 0143 | 0108 | 0127
7- Esperanza 0.107 0.117 0.157 0.151
8- Granadilla 0.152 0.152 0.142 0.106
9- Holandesa 0.128 0.158 0.147 0.142
HACIENDA SAN JUAN

1.- Deysi 0.117 0.123 0.123 0.1084
2.- Bellaca 0136 | 0.112 0.127 | 0.127
3.- Dalida 0.132 0.126 0.132 0.132
4.- Karina 0.148 0.147 0.121 0.149
15.- Ranchera 0.156 0.128 0.152 0.152
6.- Ballena 0.133 0.168 0.184 0.139
7.- Guerrera 0.150 6.139 0.158 0.203
8.- Espafiola 0.161 0.203 0.158 0.191
9.- Mexicana 0.154 0.154 0.199 | 0291
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HACIENDA LOS LIMONES

Concentracion de cloruros (%o)

Nombre 1 2 3 4

1- Chica 0.085 | 009 | 0078 | 0.077

2.- Macarena 0.102 | 0090 | 0.087 | 0.113

3.- Chucara - 0096 | 0.113 | 0.101 | 0.106

4.- Caprichosa 0.106 - | 0096 | 0.115 | 0.096

5- Reyna 0084 | 0.138 | 0109 | 0.129

6.- Raymunda 0.154 | 0.106 | 0.088 | 0.113

7.- Toribia 0.117 | 0125 | 0118 | 0.112

| 8- Charamusca 0127 | 0121 | 0.118 | 0.106

RANCHO TIERRA SANTA
Concgntracién’ de clortﬁos %o)

Nombre 1 2 3 4

1- Sarcela 0.104  J0.118  [0.118  [0.122

2~ Secretaria 0.157 [0.105  [0.147  [0.166
3.- Negrita 0.153 0.119 0.132 0.126
4- Juncuya 0.158 0169  [0.145  [0.143
5. Panderosa 0197 |0.158  |0.147  |0.186
6.- Gaviota 0183|0187 [0246  |0.187
7.- Argentina 0230 [0233  |0224  |0.226
8- Pasita 0210 |0256 . [0.195  |0.228
9.- Desconocida 0309 |0252 (0286  |0.263
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ﬂACIENDA LA CEIBA

Concentracion de cloruros (%)

Nombre 1 2 3 4
1~ Gaviota 012312 |0.1317 [0.1018 |0.1009
2- Chibola 0.1200 |0.1155 - |0.1210  |0.096015
3-  Violeta 0.1_1‘17‘ 0.1146  |0.11606 |0.12055
4- Orgullosa 10.1008 {0.1146 |0.1190  |0.1089
5- Nortefio 0.1098 |0.11316 [0.1018  |0.09764
16 Tulia: 01062 |0.117  |0.1066 |0.0912
7- Coqueta 0.0980  |0.09089 [0.1027 |0.0944
8- Clavellina 0.0860 [0.0853 [0.1018 |0.1027
9- Empafiada 0.09283 |0.09764 [0.09764 |0.09682

HACIENDA CIEZ |
Congentracién de cloruros (%)

Nombre 1 2 3 4
I- Sospecha 0.143 [0.132 |0.151  |0.144
12~ China 0185  |0.146  [0.173  |0.164
3~ Flor de Maria 0170|0167  |o1s8 0172
4~ Evelin 0.187 0194  |0.195  |0.184
5- Sirenita 0.194 0201  [0.198  |0.203
6. Lorita 0204 {0210 [0215  |0.223
7- Chilecita 0218|0223 0196 0238
8- Tequilera 0224 0230  |0234  |0.228
9- Mima 0234 10246 (0253 (0260
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ANEXO 15. Anlisis de regresion dispuesto en forma de andlisis de varianza

F. deV.

Gl.

S.C.T.

CM.

5% FT
1%

Regresion

Desv. de
Regresion

Total

@-L)

(N-1)
(a-1)

(N -1)

2 (Zy*-Cy1%)

n

(L-7) Ey-Q2y)°

n

Zy2-(Zy)2

n.

2(Zy*-CyY

n

(a-L)

(L-) By’

(L-1) Gy {2r/n

(N-L)-(A-L)

(N-L)-(A-L)

Nota : Los grados de libertad para la regresion (a-1) es igual a 1.0
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ANEXO 16. Andlisis de regresion para leches sana dispuesto en forma de andlisis

de varianza ( ANVA)

FdeV. | GL “Sat CM. Fe 5% Ft 1%
Regresion 1 2538.42 2538.42 xor 484 9.65
| 181.44 |
desviacion de 11 153.89 13.99
Regresion ‘
Total 12 269231

En el analisis de regresion de leches sanas dispuesto en forma de ANVA se obtuvo:
Alta significancia al 1.0%

Significativo al 5%




ANEXO 17. ANVA de regresion para leches en vtmnsicidn

F.de V. GL Sct CM Fe 5% Ft 1%
Regrosion 1| 57142957 | 575142957 | 1.669ms | 445 848
dosviacion de " |
Regresion | ~ - 17 | 5858151.488 | 344597.146

Total 18 | 6433294.445

En el anilisis de regresion de leches en transicion se obtuvo.

- No significancia.
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- ANEXO 18. ANVA DE REGRESION PARA LECHES ENFERMAS

F.de V. GL Sct CM Fc % T 1%
Regresion 1 |1394548131 | 139,454,813, **
00000 100,000 237.85 4.06 7.31
desviacion de 41 2403898338 | 586,316,667,
Regresion 0000 800
Total 42 163,443,796, |
500,000

En el analisis de regresién dispuesto en forma de ANVA se obtuvo.
Alta significancia al 1.0%

Significativo al 5%
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- ANEXO 19. COLORACION BACTERIANA DE GRAM

En esic método de coloracién, las bactenias se dividen en dog grandes grupos: Las que
conservan el cristal violeta llamad.as “ Gran Positivas “ y las que se decoloran y se
tifien con el colorante de contrate ( safranina (, llamadas « Grﬁmnegaﬁvas «

En este métodq se utilizaron los colorantes y reactivos violeta solucion alcohol - lugol,
alcohol - acetona yAsafrauina Para ello se prepard una froﬁs de cada una de las
dlferentes colonias que se desarrollan enlos medios de cultivos selectivos , los cuales se
dejaron secar al aire y ﬁjamn a lallama del mechero luego se procedio de la signiente

manera :

a) El frotis fijado se cubri6 con cristal violeta un minuto, se lavo luego .con agua del
chomo . “

b) Se cubri¢ con lugol un minuto, se escurrio y selavo con agua de chorro (29

¢) Se afiadié alcohol acetona hasta que se escurrid incoloro de 15 a 20 segundos (
- este paso es clave para la coloracion, luego -se lavod con abundante agua )

~d) Se cubrio6 :el frotis con safranina por. un minuto, se lavé luego con agua y secado

al aire, ya .,séco‘ se observod al microscopio con el objetivo de inmersién @1)




ANEXO 20. GLOSARIO

ABCESO: Una acumulacién de pus en la ubre de tejido cicatrizado e inaccesible a las
infusiones antibioticas.

- ALVEOLO : Unidad productora de leche en la ubre de tamafio microscopico,
compuesto por células epiteliales. S - °

' ANTICUERPO : Protefnas  sintetizadas por los organos inmunoldgicos que ayudan enla

eliminacién de sustancias exirafias, tales como microorganismos.
ANTITOXINAS :Anticuerpos que trabajan para neutralizar o inactivar toxinas.

ATROFIADO : (Cuarto ) : Cuarto de la ubre que es de menor tamafio debido a su
habilidad reducida de producir leche. Generalmente como resultado de una mastitis.

BOMBA DE VACIO.: Bomba que evacua el aire del sistema de ordefio y produce un
vacio parcial.

CANAL DE PEZON : Paso por, el cual la leche fluye de la ubre. Estd rodeado por un

musculo lo esfinter que lo mantiene cerrado entre ordefio y ordefio.
CASEINA : La proteina enconirada en a leche

CASQUILLO: La pieza metahca o plastica que cubre la pezonera. ,
CELULAS EPITELIALES :Células en la ubre que forman el alvecm sintetizan y
secretan la leche .
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CELULAS SOMATICAS : incluye principalmente células blancas que se dirigen ala
ubre durante una inflamacion y un pequefio porcentaje de células epiteliales.

CFM : Pies cubitos por minuto de aire femovido
CALIFORMES :Bacteria con forma lineal, que se origina enel tracto intestinal,

'CORTICOSTEROIDES : Un grupo de hormonas esteroides , que son usadas como

agéntes anti-inflamatorio y para resiringir la respuesta inmune.

DESPUNTE : Proceso por medio del cual los primeros chorros de leche se remueven de

los pezones antes del ordefio, para observar anormalidades y para evaluar canal del

pezon. .

EDEMA : (de la ubre): Inflamacién de la ubre o pezones causada por la acumulacién
de fluidos bajo la piel. ' |
ESTAFILOCOCOS : Bacteria esférica que crecen forma de ramo de uvas.

A

ESTREPTOCOCOS : Bacteria esférica que crecen forma de cadenas.
FAGOCITOSIS :El proceso por el cual las células blancas absorben microorganismos .

FORMA -L: Forma de estado fisioldgico de pared la bacteria en la que no tiene pared
y es resisiente a ciertas drogas.

’

HATO CERRADO: Un hato en el que no se penhite el ingreso de amimales

comprados .

INFECCION : La presencia de microorganismos en crecimiento enla ubre.
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LINEA DE PULSACION : La tuberfa que suministra el vacio alos cuidadores.

e L
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INFLAMACION La condicién conla cual el cuerpo trata de eliminar o neutralizar
microorganismos invasores yrcpamr el daﬁo al tejido.

EVOLUCION : El proceso por el cual eltejido de la ubre se revierte a un estado no
productivo después del secado.

LIBRA : Unidad de peso 2.2 libras = 1 Kilo ( Kg.)

LINEA DE LECHE : La tuberia que cumple la doble funcién de transportar leche y

§

LINEA PRINCIPAL DE VACIO :Es la que va de la bomba a la ﬁmnpa del recibidor.’
LINFOCITO : Clase de células blanca involucrada enle @Mdad de la ubre.

LIPASA ; Enzima enla leche que descompone la‘ grasa y produce acidez.

LPM : Libros de aire por minuto de aire evacuado.

MACROFAGA Una clase de célula blanca que absorbe y destruye microorganismos en
la leche .

N

N

MASTITIS : Inflamaciéon de la ubré, generalmente causada por microorganismos

infecciosos.

MASTITIS AGUDA : Inflamacién en la ubre caracterizada por su manifestacion subita .
Enrojecimiento por su manifestacién, endureciniento, dolor, leche anormal y reduccion de

la’ produccion.
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MASTITIS CLINICA : Inflamacién en la ubre caracterizada por anormalidades visibles

en la ubre oen la leche.

MATITIS CRONICA ; Inflamacién enla ubre que continia por un largo perfodo de
tiempo , con desarrollo progresivo de tejido cicatrizante y una reduccion enla
produccion. |

MASTITIS DE VERANO : 'Una forma de mastitis caracterizada por una secrecion
espesa y de mal olor (pus ) generalmente caqsadé por Antinomyces pyogenes y -

feptococcus indolicus .
\

MATITIS PARAGUDA : Una forma de inflamacion de la ubre con complicacion del
sistema que incluye depresion , pulso acelerado diarrea y deshidratacion.

MASTITIS SUBAGUDA : Forma de inflamacién en la ubre que es mediante clinica

donde los sintomas incluyen gramas escamas en la leche.

MASTITIS SUBCLINICA : La forma mas prevalente de infecciones de ubres. No se
detecta visualmente y causa las mas grandes pérdidas economicas .

MICROORGANISMOS: Organismo unicelular o multicelular que solo se puede ver’ con

IMICroscopio.

MYCOPLASMA : Microorganismo de tamafio intermedio entre la bacteria y el virus.
NEUTROFIA : Una clase de célula blanca que absorbe y destruye microorganiémos en

la leche.

OPSONIS : Ant_icuérpos que funcionan preparando a los microorganismos para ser

absorbidos por las células blancas.
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ORDENO MOJADO: El ordefiar con pezones que no han sido completamente secos.
OXITOCINA : Hormona que produce la bajada de la leche.

PEZONERA : Elemento de caucho o similar que esta en confacio con el pezén y
dentro del casquillo.

PREVALENCIA : (de mastitis ): El porcentaje de vacas o cuartos que estan infectado en

un momento dado.

PROSTAGLAND]NA: Grupo de drogas usadas para controlar. inflamaciones y regular la
temperatura del cuerpo.

PULSADOR : Componente del equipo de ordefio que varia el vacio (presion ) enire la
pezonera y el casquillo, permitiendo asi la apertura y cerrado de la pezonera para
cosechar la leche.

QUERATINA : Una sustancia ceroza producida por las células enel canal del pezon .
Sirve como tapon entre ordefios y ayuda a la reducir la penetracion de
microorganismos.

1

RECUPERACION ESPONTANEA : La habilidad de la vaca a curarse a si misma de

una infeccion sin la ayuda de drogas.

REGULADOS DE VACIO : Elemento en el equipo de orden6 accionado por vélvulas,
resortes diafragmas que controla y mantiene un nivel establecido de vacio.

RELACION DE PULSACION : Relécién de tiempo en que el pulsador admiie vacio

para abrir la pezonera y aire para cerrarla .




RESTABALAMIENTO DE PEZONERAS : Condicion en la que la pezonera aire,
produciendo un ruido caracteristico, causado por mas disefio de la pezonera, peso de la

unidad , fluctuaciones de vacio y ordefia pezones mojados.
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