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RESUMEN

Para el desarrollo de este trobajo de tesis se utilizaron muestras de leche
procedentes de 30 vacas de la raza holstein friesian de primer parto con in
tervalos propuestos de- 5, 10 y 15 dias postparto, con el objeto de detectar
la presencia de sangre en la leche({hemolactia) en cualquier grqdo, para lo
cual se utilizé una cinta reactiva de uso diagnéstico en orina por lo que
también se evalué su utilidad diagnéstica en leche contaminada con sangre.
Asl mismo se estudio la correlacibn edema hemolactia, mediante el método de
evaluacién basada en el grado de edema, propuesto por Nestor K.E. de 1 a
5,

Las causas probables de hemolactia atribuibies a infecciones-que pudieran
alterar los resultados de la investigacién se descartarén por pruebas de C.
M.T. y bacteriolbgicas.

Los resultados del uso de la cinta reactiva como instrumento para la detec-
cibn de sangre en la leche demostraron que es un método confiable, répido

y prdctico, aGn en los casos de contaminagcién minima.

La correlacién edema-hemolactia resulté positiva sega'n el método propuesto.
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INTRODUCCION

La funcién principal en la produccién animal es proporcionar al hombre los
nutrientes que requiere como son: las proteinas, la energia, los minerales
y las vitaminas (3).

La leche es para la mayorfa de los mamiferos recien nacidos (nico alimento
que consumen durante las primeras etapas de la vida. Es una emulsién de
materia grasa en forma globular, una suspensién de materias proteicas (ca-
seina y alb.uminoides), que contienen principalmente lactosa y sales minera-
les en un liquido que presenta analogias con el plasma sanguineo (1}(3]).

Las caracteristicas organolépticas que la leche normal debe poseer son: olor
y sabor dulzén; y un color blanco amarillent;), éste (ltimo es proporcionado
por la presencia de grasa y caseina principalmente. La raza y la alimenta-
ciébn de la vaca tienen un efecto sobre el mismo, siendo mas amarilla la le-
che de una vaca jersey que la de-una holstein, o cuando se nutren con pas
to fresco que cuando lo hacen con alimentos secos (1)(10)(17).

Los defectos de la leche son alteraciones del color, olor, sabor y consisten-
cia. Las causas de los defectos son diversas: padecimientos generales del
animal o afecciones localizadas en la gléndula mamaria, sustancias segregddas
con la leche, germenes que Ilegah a tra\)és ‘del conducto del pezén o influen
cias perjudiciales durante el ordefio o después de este (9).

La hemolactia es una de las anomalias mdés importantes de la leche que se ma
nifiesta con el cambio de color, la presencia de coagulos y gran n{imero de »
eritrocitos debido a hemorragias con amplia pérdida de sangre por roturas
vasculares o por diapedesis en las que los globulos rojos pasan a los alveo-
los (1)(18).

La intensidad con que la leche se colorea depende de la cantidad de globulos
rojos. Puede ser tan elevada que la leche se tifie de rojo y es posible descu
brir un sedimento coloreando o una tincién rojiza en el colador; o més a me-
nudo los vestigios heméticos son tan escasos que sblo se ponen de manifies~

~ to después de centrifugaria (8).




La mezcla de sangre puede dar a la leche un sabor insipido o desagradable
Como consecuencia de la hiperemia el tejido mamario esta unifoememente enro
jecido y en el microscopio se descubren extravasaciones heméticas en el in-
tersticio (9). '

Entre las causas més frecuentes de sangre en leche se encuentran el proce-
so fisiolégico de adaptacién de la gléndula -mamaria para la lactacién, sobre
todo en vaquillas primerizas en las que se presentan hemorragias ocasiona-
das por la permeabilidad anormal de los capilares en una ubré congestionada
y edematosa. Los ordefios inadecuados a mano o a mdquina, o los venenos
vegetales (ranunculaceas, mercuriales, retorios de pino, chopos, atisos) tem
bién pueden provocaria (5)(9)(14)(21].

Los tratamientos con estrégenos elevan el numero de celulss cebadas en el
tejido glandular mamario apareciendo al mismo tiempo aumento de mucopolisa
caridos Gcidos en el intersticio. Las celulas cebadas generan histamina que
aumenta la irrigacién capilar y simulténeamente la permeabilidad de las pare
des vasculares y como consecuencia la tasa de agua en los tejidos es mayor.
Las mastzellen y otras celulas mesenquimatosas forman mucopolisacaridos dci-
dos con los cuales aumenta la viscosidad y la capacidad fijodora de ogua del
intersticio. La alta permeabilidad de la pared. capilar tiene como consecuen-
cia una abundante salida de proteina plasmética, disminuye la presién osméti
ca del plasma y con ella se favorece el desarrollo del edema (21).

En el edema mamario hay con frecuencia hemorragias que pueden obedecer
a la permeabilidad anormal de los capilares presentandose clinicamente hema-
togclaxia e histologicamente hemorragias puntiformes por diapedesis (21).

La vitamina "C" que actua como cemento epitelial de los vasos, especialmente
de los capilo‘res, al presentarse su deficiencia provoca modificaciones en las
que la unién de las celulas endoteliales esta interrurﬁpida y hay salida de
celulas sanguineas; aunque no es coman en los rumiantes es proboble que
aparezca bajo estados de intenso metabolismo o de gran proliferacién celular,
tales como prenez, lactancia o enfermedades que requieren extensa repora-
cién de tejidos (8)(9)(15)(18).




Los agentes infecciosos del género estreptococus, estaphilococus y leptospi-
ras pueden ser causantes de hemolactia (5)(9)(6)(18).



PLAN T;‘.’AMIEN TO DEL PROBLEMA

Debido a que la leche es un producto que se contamina con facilidad, tanto
por sustancias de naturaleza interna como externa; y que la sangre es uno
de los elementos que con gran frecuencia contaminan este producto, se es-
" tablece la necesidod de contar con un recurso répido, préctico y confiable

que nos determine su presencia.



JUSTIFICACION

La leche es un producto fécilmente contaminable, tanto por sustancias adqui_
ridas en el interior del organismo, como aquellas de naturaleza externa que
son tomadas durante el ordefio o después de éste. Los contaminantes de na
turaleza interna son muy variables. abarcan desde condiciones infecciosas
‘hasta aquelllas derivadas de las propias modificaciones que sufren la gléndu-
fa durante su desarrollo y en los procesos de adaptacién para la lactacién.

La deteccién de algunos de estos contaminantes y en éste caso particular,
el de la sangre, podria representar un auxiliai en la identificacién de pro-
cesos morbosos y su prevencién en los que su presencia es una manifesta-
cion.

Por otra parte, oun cuando la presencia de lo songre en la leche no limita
su uso, si afecta su calidad y aspecto de manera que resulta importante su
detecciébn sobre todo para la industria de lacteos.



HIPOTESIS

Las cintas reactivas son éapaces de detectar la presencie de sangre en la
orina. La hemoglobina tiene una actividad similar a la peroxidaza, la cual
cataliza la reaccién del hidroperoxido de cumene y la 3, 3.5 5' -tetrametil-
bencidina, reaccién que también se efectua en la sangre contenida en la le-
che (21). '

Debido a los cambios en la permeabilidad capilar ocasionados por el edema
de la gléndula mamaria existe una correlacién entre éste y la sangre detec~

tada en la leche.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar la efectividad de una técnica colorimétrica usando cintas reactivas
en la deteccibn de sangre en la leche procedente de vacas primerizas de la
raza holstein friesion.

OBJETIVO PARTICULAR

Correlacionar el edema mamario clinico con la presencia de hemolactia.
Determinar la influencia que ejercen las enfermedades bacterianas con la

presencia de hemolactia en vacas de primer parto de la raza holstein

friesian.



MATERIAL Y METODO

Para la realizacién del presente trabajo se utilizarén 30 vaquillds de la raza
holstein friesian de primer parto alimentadas con un concentrado de 16% de

proteina y ensilaje de malz, bajo un sisterﬁa de explotacién intensiva; a las
que se les extrajerén muestras de leche a los 5, 10 y 15 dias después del

parto. El procedimiento para el desarrollo de la investigacién comprendié

dos fases: '

FASE |

A) CLASIFICACION DEL EDEMA:

Para este rubro se utilizé la técnica descrita por Nestor K.E. bajo la escala
que a continuacién se menciona: '
1. No hay edema aparente.

2. Edema ligero: en la base de la gléndula y alrededor de la teta.

3. Edema moderado: abultamiento de la mitad de la gl6ndula hacia la base.
4. Edema severo: abarca la totalidad de la gléndula.

5. Muy severo: abarca la totalidad de la gléndula, parte del vientre o el

muslo o ambos.

La clasificacién del edema fué hecha por una sola persona.

B) OBTENCION DE LA MUESTRA

Se reulizé mediante la extracciébn manual de leche de cada cuarto y de cada
animal previa desinfeccién, eliminando los tres primeros chorros, que fué
depositada en un frasco limpio estéril, obteniendo de el 10 ml de leche, utL
lizando una pipeta graduada, que fuerén vaciados en tubos de ensayo de
15 ml con fondo cénico.

FASE 11

ANALISIS DE LABORATORIO
Fueron aplicadas las siguientes pruebas:

8



A) Deteccién de sangre' mediante la utilizacién de cintas reactivas (Comburt

B)

C)

D)

6]. Se necesitarén 360 tiras reactivas, una por muestra. Esta fué su
mergida en leche hasta impregnar, se aguardo por 60 segundos, al ca
bo de los cuales, la cinta se comparé con la escala colorimétrica del
frasco de reactivos en el que se especifica loa cantidad aproximada de
eritrocitos por mililitro de leche.

Deteccién del sedimento: la leche que fué depositada en el tubo de en-
sayo con fondo c6nico fué centrifugada durante 5 minutos. Al concluir

la centrifugacién se observé el sedimento, esto fué rojizo cuando la pre

sencia de sangre fué positiva. Esta prueba se realizé para comparar

con la cinta.

Prueba de California mastitis test (CTM}: se utilizarén 3 mililitros de
leche y 3 de recctivo de California mastitis 'test, que fueron deposita-
dos en la paleta para prueba de California.

Bacteriolégicos: sobre las muestras positivas a sangre y con reaccibn
positiva a prueba de CTM se hizo identificacién y aislamiento bacterig

no.

Los resultados obtenidos fueron analizados por el método estadistico de re-

gresién y carrelacién lineal.



RESULTADOS

Tras el muestreo realizado se observé que todos los animales incluidos en es
ta prueba presentarén hemolactia por lo menos en un cuarto en uno de los
tres monitoreos. Esta hemolactia no es producida por agentes bacterinos
pues las pruebas de CMT en la mayoria de los casos dieron reacciébn negativa,
y en aquellos en los que fueron positivos se hicieron aislamientos bacterianos
que comprobarén la ausencia de bacterias que puedieron causarfa. (concen-

trado de resultados).

La centrifugacién de las muestras de leche que se corrieron a la par que el
uso de la cinta reactiva nos mostraron que el sedimento de globulos rojos
que quedaba en el fondo del tubo, estuvo presente siempre que la cinta dib

reaccién positiva (concentrado de resultados).

En el primer muestreo el fenémeno que tuvo mayor frecuencia fue el de ede
ma 5 con 5 eritrocitos por mililitro de leche, asi como el de menor frecuencia
el edema 3 con 250 eritrocitos por mililitro de leche que se muestra en el
Cuadro 1.

Es en el sequndo muestreo el edema 4 con 5 eritrocitos por mililitro de leche,
y el edema 3 con 5 eritrocitos por mililitro de leche, los que con mayor fre-
cuencia se presentarén y el de menor ocurrencia el edema 3 con 250 eritro-
citos por mililitro de leche (Cuadro 2).
~ En el tercer muestreo el término de mayor frecuencia fué el edemao 2 con 5
eritrocitos por mililitro de leche, y los de menor el edema 4 con 250 eritro-
citos por mililitro con apariencia rosacea en lo leche, el edema 2 con 250
eritrocitos por mililitro con apariencia rosacea en la leche, y el edema 1 con
50 eritrocitos por mililitro de leche (Cuadro 3).

Las Y calculadas del andlisis de regresién lineal muestran que cuanto més
severo fue el edema, la cantidad de sangre que en la leche aparecié, también
fué mayor, (Gréficos 1, 2 y 3). Adembs pudé visualizarse que el edema ma-
mario y la presencia de sangre en la leche van desapareciendo conforme se
van afefando de la fecha del parto (Gréfica 4).
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CONCENTRADO DE RESUL TADOSI

£n la columna (a) se agrupan los cuartos: Al, anterior izquierdo; AD, an-
terior derecho; Pl, posterior izquierdo; PD posterior derecho.

En la columna (b) -apariencia de la leche, si esta teiida de rosa, se uso el '
signo positivo.

En la columna (é) la cantidad de eritrocitos por mililitro que la cinta marcé.

En la columna (d) la presencia positiva o negativa de sedimento globular
tras la centrifugacién.

En la columno (e) la reaccién a prueba de California mastitis test. Y (f)
bacteriolégico.

El nGmero que aparece abajo de cada grupo de muestra indica la severidad
del edema. ‘

Los animales estén agrupados con sus tres muestreos.

Vaca (a) (b) (c) (d) (e} (b) (c) (d] (e} (b) (c] (d}) (e} (f]

9/89 Al - 50 + - - 50 + -~ - 250 + @~
AD - 50 + - - 50 + ~ -~ 250 + -
Pl - 250 + - - 250 0+ ~ ~ 50 + @~
PD - 50 + - - 5 + -~ - 50 + -
5 5 4
26a Al - 5 + - - 50 + - - 50 + -
AD ~ 5 + - - 5 + - - 5 + - -
Pl =~ 5 + - - 5 + - - 5 + -
PD - 5 + - - 50 + - - 50 + - -

11



Vaca (a) (b) (c] (d)] (e)‘ (b) (¢} (d) (e) (b) (c) (d) [e] (f)

240 Al - - -+ - - - - - - - -
AD - - - - - - - - - - - -
Pr - - - o+ - - - - - - - -
PO - 5 +  + - - - - - - - - -
' 5 5 4
1 Al - - - - -5 + - - + -
AD - - - - - 5 + - - 5 + -
P - 5 + - - 5 + - - - -+
pb - 5 + - - - - - - - - -
5 o 5 4
286 - Al - - - # - - - - - - - -
AD -~ 50 + 4+ - 5 + + - 5 + o+ -
Pl - 5 + - 50 + - - 5 + - -
PD - + + - - - - - - - - -
5 4 3
14 Al +250 + - - 50 + - - 50 o+ + -
AD + 250 + - - 50 + - - 50 + + -
Pl + 250 + + - 250 + - - 250 + + -
PD + 250 + - - 250 + . - - 250 + + -
5 4 3
217 Al - - -+ = - -+ = - - -
AD - - - ¢ - 5 + - - 5 + -
PO - - = 4~ == - ===
5 4 ' 3
411 Al + 250 + 4 + 250 + - =250 + - -
AD  +250 + + + 250 + - - -250 + -~ -
Pl - 250 + + + 250 + + - 250 + - -
PO -250 + @+ + 250 + T~ 250 + - -
5 4 3
171 Al - 5+ - - 5. + - =~ 50 + -
AD - 5 + - - 5 + - - 5 + -
Pl - 5+ - - 5 + - - 50 + .+ -
PD - 5 + - - 5 + - - 50 + - -
5 4 3
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Vacas (a) (b) [c) (d) (e)b (b) (c) (d) (e} (b) (c) (d) (e) (f)

289 Al + 250 + - - 5 + - - 5 + -
AD + 250 +- + - 50 + - - 50 + - -
Pl + 250 + - - 5 + + - 5 + - -
PD + 250 + + + 250 + - - 250 + -
5 4 3
62 Al - - 50 + - + 250 + - - 50 + -
AD - 50 + - + 250 + + - 50 + - -
Pl - 50 + - + 250 + - - 250 + - -
PO - 50 + - + 250 ¥ - 250 o+ -
5 4 3
2/89 Al - 5+ - - 50 + - - 5 . -
AD - - + - - 5 + - ~ 5 + -
. Pl - 5 + - - 5 + - ~ 5 + -
PD - 5 + - - 5 + - ~ 50 + -
5 4 . 3
378 Al + 250 + - + 250 + - - 50 + -
AD - 50 +. - - 50 + - - 5 + -
PI - 250 + - 250 + - - 250 + -
PD - 250 + - 250 + - ~ 250 + -
5 4 2
5/89 Al - - - - ﬁ&_fg?‘,f? —
AD - - - + - - - - - 5 + -
Pl - - - - - 5 + - - 5 + -
PD - -~ = - - - - - - 5 + -
5 4 2
195 Al - 5 + + - 5 + - - - - - -
AD -~ 50  + - - 5 + - - - - - -
Pl - 5 + + - 5 + - - - - - -
PD - - - - - 5 + ~ - - - -
5 ' 4 2



(c) (d) (e) (f)
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Vace (a) (b) (c) (d) (e) (b) (c) (d) (e) (b)
7/88 Al - 5 + + - 50 + - - - - - -
AD - 5 + + - + + - - - - -
Pl - 50 + + - + - - - - - -
PD - 250 + - - + o+ - - - - -
12 Al - 50 + + - 50 + - - 250 + o+ -
AD 50 + - - 50 + - - 50 + -
Pl - 50 4+ + - 5 + - - 50 + - -
PD - 5 + - - 5 + - - 50 + -
M Al - - - - - - - - -5+ -
AD - - - - - - - - - 5 + -
P - 5 + - - - - - - 5 + -
PO - - - - - - - - -5 + -
289 Al - 50 + - 5 + - - 50 + + -
AD + 250 + + - 50 - -~ 50 -
Pi - 50 + + - 50 + - -~ 250 + -
PD  Ciega
164 Al + 250 + + - 50 + + ~ 5 + - -
AD  Ciega _
PI - - - - - - + - - - +
pb - - - + - - - - - - - -
105 Al - 50 + = =50 ¥ ¥ =5 + = -
AD - 50 + . - - 5 + - - 5 + -
Pl -250 + - - 250 + - - 5 + -
PD  -250 + - - 50 + - - 5 + -
» 4
38 Al - 5 + - - + - - 5 + -
AD - 5 + - - 5 + - - 5. + -
Pi - 5 + - - 50 + - - 5 + _
PD - 5 + - - 5 + - - 5 + -



Vaca (a)
39 Al
AD -
PI -
PD -

(b)

10/89 Al -
AD -
Pl -

PD -

41 Al -
AD -
pI -
PD -

87 Al -
AD -
Pl -
PD -

27 Al -
AD -
PI -
PD -

28 Al -
AD -
Pl -
PO -

364 Al -
AD -

(c)
50
50
50
50

50
50

250
50

50

(d)

+ + + +

+ + + o+

+ + + +

+ + o+ o+

(e) (b) (c) (d)

+ + + o+

50
50
50
50

nh 1 »n »n

50

50

50
50

“n n
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+

+ + +

+ + + o+

+ + o+ o+

(e) (b)
+ -
- +
+ -

(c) (d) (e)

50
50
50
50

th 0 »1v »n

250

50

50

+ + + o+

+ + + o+

+

+ + +

+ + + .+

+

+

fn




Vaca (a) (b] (c] (d] (e) (b) (c) (d] (e]l (b) (c] (d] (e) (f]

26 Al - 5 + - - 5 + - - 5 + -
AD - 5+ - - 5 + - - 5 + -
Pl - 5 + - - 5 + - - 5 + -
PO - 5 + - - 5 + - - 5 + -
) 1 1 7
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CUADRO 1, FRECUENCIA AL PRIMER MUESTREO A LOS 5 DIAS POSTPARTO

CLASIFICACION DE ERITROCITOS POR ml
EDEMA 0 5 50 250 250+
5 19 22 14 7 12
4 ' 5 7 10 0 2
3 4 8 2 1 1
2 - - - - -
1 - 4 - - -
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CUADRO 2,

FRECUENCIA DEL SEGUNDO MUESTREO A LOS 10 DIAS POSTPARTO

CLASIFICACION DEL

ERITROCITOS POR ml

EDEMA 0 5 50 250 250+
5 5 3 6 1 -~
4 9 17 10 5 10
3 10 17 12 - 1.
2 3 3 "2 - -
7 - 4 - - -
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CUADRO 3. . FRECUENCIA DEL TERCER MUESTREO A LOS 15 DIAS POSTPARTO

CLASIEICACION  DEL ERITROCITOS POR mi
EDEMA 0 5 50 250 250+ 1/
s . . . . -
4 6 2 6 2 1
3 5 9 12 8 -
2 12 22 9 3 7
! 8 . 1 - -

1/
~' Corresponde a las muestras en las que la leche estaba tefida de rosa.

19



Edema

GRAFICA 1.

10 2030 40 50 60 70 80 90 100

Eritrocitos por ml de leche

Regresién lineal del edemo y la hemolactia al primer muestreo
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Edema

GRAFICA 2.

NIN

10 20 30 40 50 60 7080 90 100

Eritrocitos por ml de leche

Regresién lineal del edema y la hemolactia

.60

al segundo muestreo
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GRAFICA 3.

Edema

r2 = .78

. //
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Eritrocitos por ml de leche

Regresién lineal del edema y la hemolactia al tercer muestreo
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DISCUSION

Los métodos para la detecciébn de sangre en leche (hemolactia), comprenden.
la deteccién visual y la centrifugacién; recursos que resultan poco précti-
cos, ya que en el primer caso, no siempre hay evidencia del contaminante,

y en el sequndo por limitantes de ubicacién y equipo (9).

El uso de cintas reactivas para determinar sangre en orina, resulté ser un
método especifico y préctico ya que en 60 sequndos nos muestra no sélo si
existe o no el contaminante sino que también nos indica la cantidad aproxi-
mada de este en la muestra (2)(6)(10)(11)(12)(13)(19)(22)(23).

El desarrollar paralelamente pruebas de centrifugacién permitié comprobar
la sensibilidad de la «cinta pues ésta pudb captar cantidodes minimas de san
gre (5 eritrocitos por mililitro de leche) en las muestras.

Siendo el edema mamario un proceso fisiolégico de caracter adaptativo rela-
cionado con la gestacién, que determina cambios en la permeabilidad capilar
y la salida de eritrocitos por diapedesis (5)(9)(14)(21)(20), parece légico
que la presencia de sangre en mayor o menor grado sea consecuencia de
este. La comprobociébn mediante el método de correlaciébn, nos mostré un -
coeficiente de correlacién positica y una regresién lineal en la que el compor

tamiento de las "y" calculadas fué ascendente cuando el edema fué severo.

Lg hemolactia es una manifestacién de diferentes procesos morbosos, entre
los que figuran las infecciones de la gléndula entre otros, situacién que
condujo a establecer su negatividad con pruebas de C.M.T. y bacteriolbgicas
a fin de permitir el propésito del trabajo sfn interferencias, considerandose
los resultados como confiables. . '
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten concluir que: -

A) El uso de la cinta reactiva como método para la detecciébn de sangre en
leche demostré ser un recurso sensible y préctico ya que puede captar

cantidades minimas. (5 eritrocitos por ml).

B) Existe una correlacién promedio de .57 entre el edema mamario y la pre-

sencia de sangre‘en la leche.

C] La hemolactia en las vaquillas de primer parto no se relaciona con la

presencia de etiologla bacteriana.
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