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180 muestras de leche cruda fueron ana-
lizadas al llegar a la planta procesadora.
Se realizd la prueba de azul 'de metileno,
Standard Plate Count, Coliformes, estima-
cién de células (VWT) y presencia de an-
tibiéticos. Los resultados obtenidos mos-
traron poca sensibilidad en:
— leches con gran antagonismo micro-
biano e incremento de G. Coliforme.
— leches con alto contenido de células
(infeccion mamaria).
- —leches con antibidticos (terapia de
mastitis). -
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Creemos entonces, que este test de re-
duccién no tiene valor como una prueba
oficial para la categorizacién microbiol6-
gica de leches crudas llegadas a la planta
en tales condlclones ’ '

INTRODUCCION

En el Uruguay se consumen 400:000.000
de litros de leche liquida por afio (60 %)
de un total de produccién estimado en
730:000.000 de litros anuales. Llega asi a
constituir uno de los 6 primeros paises ‘del
mundo de mayor consumo de leche fluida
por habitante, 140 lis/afio. Es por ello que

el control de calidad basado en la higiene

a nivel de su produccién y a la llegada a

69



la planta industrializadora ha merecido en
- todo momento la mayor atencién de quie-
nes deben velar por la salud del consumi-
dor, fundamentalmente del veterinario hi-
gienicta.

Sin embargo, atn no se ha logrado la
categorizacién de la leche por su calidad
bacteriolégica, ni tampoco ha sido posible
hasta el presente, llegar a una produccion
uniforme desde el punto de vista de su ca-
lidad higiénica a nivel del tambo. Sigue
siendo motivo de estudios e investigacio-
nes el desarrollo de una técnica rdpida,
sencilla y econdmica, sobre todo posible,
capaz de reflejar el verd:dero grado de
higiene en el momento de la recepcién. A
tales efectos se han propuesto gran nu-
mero de pruebas, siendo las de reduccién
de colorantes una de las mds utilizadas co-
mo oficiales en los paises de explotacién y
tecnologia lechera avanzada.

El test de reduccién del azul de metile-
no, empleado por primera vez en 1912 por
Barthel y Orla-Jensen (1), cuyo princi-
pio se basa en la actividad metabdilca de
los microorganismos presentes en la leche,
es empleada en Gran Bretafia desde el afio
1937 como prueba oficial, con la modifica-
cién de Wilson (2) realizada en 1935.

Dice C. K. Johns, B. S. A. (3) que las
bacterias difieren en su capacidad reduc-
tora y en su temperatura 6ptima de desa-
rrollo, de ahi que la concordancia entre el
tiempo de reduccién y el N? de gérmenes
viables sea tanto mayor cuanto mis con-
taminada esti la leche. Scuonuerr (4) di-
ce que la prueba de reduccién puede utili-
zarse para la valoracién del contenido de
gérmenes acidéfilos, como una forma de
conocer grado de frescura y conservacién,
por cuanto existe gran nuimero de bacte-
rias que sélo poseen escaso poder reductor
o carecen de él (g. proteoliticos o coagu-
lantes), mientras que otros como colifor-
mes y Acido-lacticos lo poseen en alto gra-
do. Demeter (5) cree, sin embargo, que
antes que las bacterias como factores que
influyen los resultados de las pruebas, es-
tdn las sustancias disueltas en la leche que
deben ser consumidas por las bacterias, asi

como los sistemas propios de reduccién
(desdoblamiento de la proteina, caseina,
etc.). De modo que, debido a la gran fuer-
za reductora de las bacterias é4cido-lacti-
cas, los métodos de reduccién de coloran-
tes constituyen mas bien una prueba espe-
cifica del estado de frescura y de la capa-
cidad de conservacién de la leche cruda,

que para determinar el contenido general .

de gérmenes.

Terplan, G (6) manifiesta que por la
actividad de los gérmenes presentes en la
leche se consume el oxigeno disuelto dis-
minuyendo el potencial redox de -4 350,
+ 450 mvolts a — 185 mvolts. Como las
diversas clases de gérmenes influyen de
manera muy distinta sobre el potencial re-
dox, las pruebas de reduccién no permiten
sacar ninguna conclusién exacta sobre el
contenido microbiano.

Alais, Ch (8) dice que los leucocitos tie-
nen una débil accién reductora en la le-
che normal; el pH influye sobre el poten-
cial redox, (Eh), siendo el oxigeno disuel-
to el principal responsable del Eh paositivo
de la leche cruda fresca.

Las bacterias que proliferan en la leche
tienen una actividad reductora como con-
secuencia de dos fen6menos: a) desapa-
ricién del oxigeno disuelto a causa del me-
tabolismo desarrollado; b) produccién de
un sistema propio de las bacterias.

Harvey, C. Hill, H. ( 9) especifican que

la leche que contiene un gran nimero de

microorganismos productores de mastitis,
no sufre decoloracién, excepto en el caso
de que se encuentren presentes ademas cé-
lulas de pus en gran namero. La presen-
cia de cualquier antibiético en la leche,
prolonga probablemente el periodo de re-
duccién. ‘

Rossi Lema, L., Echenique, L., y Caru-
so, N. S. de (10) destacan que muestras
de leche con altos contenidos celulares
leucocitarios generalmente actian con una
actividad desusada en los primeros momen-
tos de observacién de la prueba, por lo
que se deduce que el test puede tener una
variante de gran importancia desde el pun-
to de vista del despistaje de leches con al-



tos contenidos celulares leucocitarios, obe-
deciendo a leches anormales o patoldgicas.

Sobre la base de estos trabajos, hemos
estudiado en un total de 180 muestras de
leche cruda llegada a la planta pasteuriza-
dora, el comportamiento del test cuando
es realizado con leches muy contaminadas,
con altos recuentos leucocitarios y en pre-
sencia de antibidticos, tal como ocurre en
nuestro medio, donde la explotacion lechera
en general no se ha desarrollado lo sufi-
ciente donde no existen programas de con.
trol sistematico de mastitis, ni tampoco es-
ta en vigencia el sistema de pago por me-
jor calidad de leche producida, que hace
algunos afios habia sido implantado.

MATERIAL Y METODOS

1) PRUEBA DE REDUCCION DEL
AZUL DE METILENO

Muestras de leche: Se obtienen en horas
de la maifana, inmediatamente después de
llegada la leche a la planta, luego de ha-
ber sido transportada en bidones de 30 li-
tros por medio de camiones. En algunos
casos y dependiendo de las distancias,
transcurren varias horas de espera sobre la
carretera, debiendo soportar especialmente
en verano, temperaturas por encima de'los
28-30°C. Este trabajo comenzé én el mes
de mayo (invierno), finalizando en diciem-
bre (verano). Las muestras fueron mante-
nidas durante 4 horas a <4 5°C hasta el
momento de comenzar las pruebas, tenien-
do en cuenta lo expresado anteriormente.

Técnica: Preparacién de la solucion de
azul de metileno. — Se obtuvo la solucién
luego de disolver 1 tableta de 0,5 g de peso
de Blauen Feldt y Tvede de Copenhague,
conteniendo 9 mgs. de colorante, en 200
ml de agua destilada, hervida y fria en
matraz estéril; de esta solucion se llevo 1
ml a un tubo estéril que contenia 10 ml de
leche, previamente homogeneizada duran-
te 25 veces el agitado a mano. Luego fue-
ron tapados los tubos con tapones de go-
.ma estériles e invertidos una o dos veces
antes de la incubacién en BM a 37°C, mo-
mento que se anoté con precision.

La primera observacion se hizo a los 20°
durante la primera hora, y cada 30" du-

rante las horas restantes. Los tubos deco-
lorados fueron retirados anotando el tiem-

La decoloracién sufrida por el azul de
metileno al pasar del color azul al blanco
se explica hoy, de acuerdo con la teoria
de la deshidrogenacién de Wieland, sobre
el transporte metabdlico, resultando redu-
cidos simultineamente la sustancia agre-
gada (colorante) asi como los receptores
naturales de H., mientras que en otros
tiempos se admitia que los componentes
de la leche provocaban la reduccion, una
vez fijadas las valencias acidas existentes
en ellos, por las bacterias.

2) NUMERACION DE GERMENES
AEROBIOS VIABLES MESOFILOS
La técnica comprende en primer térmi-
no el agitado de la muestra durante 25 ve-
ces consecutivas, luego se realizan las dilu-
ciones decimales de 101 a 10-5. Se colocan
luego en tubos que contienen 9 ml de di-
luente, en este caso, solucién salina pepto-
nada, 1 ml de dilucién. El inéculo de 1ml
de la muestra problema y 1 ml de las dife-
rentes diluciones fueron sembrados en ca-
jas de Petri. Fue agregado el medio de cul-
tive (PCA, DIFCO) en cantidad de 10 a 15
ml previamente fundido y enfriado a 45°C.
Luego de soldificado el medio se incuba-
ron a 37°C durante 48 horas. El recuento
se realizd en las cajas que contenian entre
30 y 300 colonias de las distintas diluciones.

3) NUMERACION DE COLIFORMES

La técnica seguida es la misma que pa-
ra el recuento de gérmenes aerobios me-
sOfilos, siendo el medio selectivo en este
caso el V.R.B.A., o sea, la gelosa lacto-
sada con bilis, violeta de genciana y rojo
neutro. Se contaron las colonias rojas de
055 a 1 mm de diametro como correspon-
diente a Coliformes. La incubacién se
realiz a 37°C durante 24 hs.

4) NUMERACION INDIRECTA DEL
CONTENIDO CELULAR (WISCON.-
SIN MASTITIS TEST)

Seleccionamos esta técnica para la esti-
macién indirecta del nimero de células

(leucacitos) porque nos permitié realizar

un nmimero grande de muestras por unidad
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de tiempo y ademds-por ‘su mayor. exacti-
tud frente “a leches. de .pequefia y .gran
mezcla como lo constituian estas que ana-
lizamos. :

‘Técnica. — Se pipetearon 2 ml de leche
‘previamente  homogeneizada con jeringa
‘automiatica en los tubos especiales del
eqmpo Luego mediante pipeteo continuo,
se-agregaron 2 ml de reactivo WMT por
debajo de la superficie de la leche en ca-
da tubo. Se taparon los tubos y se pro-
‘cedié a mezclar leche y reactivo por suave
balanceo de la gradilla durante 10 segun-
dos” Luego se completé la mezcla leche-
reactivo durante 20 segundos y se proce-
di6é a invertir el soporte, que colocado en
forma vertical permite que la mezcla leche-
reactivo deslice a través de los tapones,
que estdn previamente horadados y cali-
brados, durante 15 segundos, Luego se re-
tornd el soporte a su posicion inicial du-
rante 2 6 3 minutos y posteriormente. se
procedié a la lectura midiéndose la colum-
na fluida que permanecié en cada tubo,
mediante una regla espec1alme~nte cali-

,brada

- E} WMT én‘sus resultados se eorresPCm-
'1e con el contaje directe de células al mi-
eroseoplo (el coeficiente de - -la relacién-€s
0,9). El coeficiente de variacién es del
'9-%. Una lectura del WMT -de 20, puede
ser interpretada como defectando leches
que contienen- més de 500.000 células por
ml. :

'5) DETECCION DE ANTIBIOTICOS
' (TECNICA 'DE GALESLOOT)

. Técnica: Se procedi6 a sembrar en caja
de Petri 1 ml del cultivo de Bacillus stea-
rothermophilus var caleidolactis; se agregd
el medio de cultivo (triptona-agar-extracto
de levaduras) previamente fundido y ho-
mogeneizado, a una temperatura de 50°C.
Soldificado el medio, se impregnaron dis-
cos -con -las diferentes muestras: examina-
das, y se colocaron mediante pinza estéril
sobre el medio, e]erc1endo leve presion, y
en condiciones asépticas. Se colocé un dis-
co impregnado en una solucién que conte-
nia 0,05 U.I. de penicilina: Las cajas se
incubaron a 55°C durante 2a 6 hs. . .

Tast. (WMT).

El método de los discos se basa err la-di-
fusién del antibiético en el medio gelosado
donde sembramos-el B. Stearothermophi-

lus var caleidolactis como microorganismo

test sensible a-la mayor parte de los anti-
bidticos. En este caso nos limitamos a de-
tectar presencia de antibiético por compa-
racién con un disco de leche testigo (sin
antibi6tico) y un disco conteniendo 0.05
U.IL. de penicilina.
Discusion
Si bien las muestras de leche cruda fue-

}ron enfriadas previamente- a los. andlisis,

durante 4 horas a -+5°C, no fueron pre-

incubadas como aconseja MORGES y Avu-

cLair (11), en cuyo caso las cargas micro-
bianas hubieran sido quizds menores. Sin
embargo, las -bacterias de’ contaminacién,
pueden segfm estos autores estar presentes

en gran namero tanto en las leches refri-

geradas como en las que no lo estin, deter-

minando que cuanto mayor sea el tlempo

de refrigeracién a bajas temperaturas
(-+ 4°), méas prolongadas serdn los tiem-
pas de reducclén del colorante. Este hecho
valotiza la mterpretacldn dela prueba aun-
que na siempre a favor de una mejor cali-
dad bacteriolégica. |

"Después de PANES y THOMAS (13) coxn—_
cidimos_que en las leches crudas refrigera-
das, microorganismos del grupo Coliforme

son ‘capaces de multiplicarse activamente
ain a temperaturas cercanas a 0°C. Estas
variedades psicrotrofas fueron encontradas
segtin los autores en el 35 % de las leches
crudas refrigeradas.

- Las leches que decoloraron aun en los

‘plazos minimos comprendidos entre 20" y

1 hora, acusan recuentos microbianos ine-
nores de 3 x 10% gérmenes/ml.- Destacamos
que estas cifras corresponden precxsamente

-4 Coliformes, grupo-que a consecuencia de

los fenémenos de antagonismo bacteriano
Nega a ser predominante en un 17,2 % de
muestras- analizadas. (Ver cuadro I) Sélo
en un. 6,6 % las lecturas fueron “inconta-
bles”,- tanto para SPC- (Standard - Plate
Count) €omo para Coliformes con results-
dos negativos -en presencia- de antibiéticos
(PA) asi como. un recuento -indirecto de
células por el método WisconsIiN MAs'rrr:s

{
!
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" REsSuLTADOS

CUADRO 1|

AM

CWMT

'SPC

Coliformes

No.
muestras

) ll“DT; < 1 hora

< 75.000

> 106

> 2x 108

31

NEG

incontable

incontable

- 12

TOTAL

CUADRO It

43

SpPC

Co]ifor.melﬁ A

Neo

-muestras

500.000 a
2 x 1gv

< 104

77

CUADRO H

PA

WMT

SPC

Coliformes |

muestras

Nv

~+

> 500.000

500.000 a
2 x 106

< 103

+

< 105

< 50 000

< 103

BE

6

total:
21

}

NEG

<75 000

<200000 :

< 102

TOT'A L.

.60

Total de muestras conteniendo antibidticos . ,
-y alto. contenido celular en forma concordante....

- Total de muestras
- altos; predominio
Total de muestras
" Total de muestras
Total de muestras
calidad mercantil........ .....

--Al observar el cuadro II, reunimos el ma-
yor porcentaje de muestras analizadas
(42,7 %) que sufrieron DT de la prueba
AM en el plazo de 2 a 4 horas, oscilando
‘el contenido microbiano entre 500.000 g/ml
a 2 x 105 (SPC), mientras que para Coli-
formes obtuvimos una cifra menor de 10*/
ml y resultados negativos en P.A. A nuestro
criterio, son leches de calidad mercantil
ACEPTABLE desde este punto de vista,
dado que la pasteurizacién influye favora-
blemente en la conservacion y prolongacién
de su vida Wtil, cumpliendo simplemente

con recuentos microbianos

de G. Coliforme.....cviveeeains
rechazadas.....covvevecesnacsas
de 'la. calidad (Categoria I)...
aceptables (Categoria II) de

" 3 0 8 8 8 s B0 s b

con una finalidad comercial. No-nos resul-
tan aceptables en cambio por su contenido
microbiano, coincidiendo con la categori-
zacioén establecida por Barthel y Jensen (5)
sobre la base del método de Breed y Brew
(12) debiendo admitir que tan sélo son le-
ches de calidad bacteriolégica REGULAR.
. Para proceder a la categorizacion basa-
da en la calidad bacterloléglca de un ali-
mento, debemos juzgar al mismo con cri-
terio hlglemsta y no empresarial, admi-
tiendo sélo como leches de primera cali-
dad (Categoria I) aquellas que no sufren
DT entre 5 a 8 hs: S
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Observando el cuadro III, encontramos
un porcentaje del 33,3 que decoloraron el
AM en més de 5 horas, lo que nos hace
pensar en leches de primera calidad bac-
teriolégica. Si nos detenemos en los resul-
tados de SPC, PA y WMT, vemos que el
11,6 % corresponde a leches con altos re-
cuentos celulares de méis de 500.000 cél/
ml, en estrecha concordancia con la pre-
sencia de antibifticos (PA). Un 34 %
presenta contenido microbiano inferior a
50.000 g/ml, coincidiendo sin embargo con
los recuentos mds altos en elementos ce-
lulares, menor de 108,

Se obtiene solamente un 21,6 % de le-

ches que podemos calificar de 1la, CALI-
DAD BACTERIOLOGICA por:

1) ausencia de antibiéticos,

2) contenido microbiano menor de 2 x
108,

3) contenido celular menor de 75.000
cél/ml

Se evidencia aqui en forma clara, una
accién sinérgica de la hiperleucocitosis
lactea por un lado y la presencia de anti-
bidticos por otro, retardando los resulta-
dos de la prueba AM. Este hecho, inde-
pendientcmente del plazo de reduccién del
colorante, nos induce a aceptar leches pa-
tolégicas como de 12 calidad, seguramen-
te procedentes de ubres con procesos in-
flamatorios agudos y en periodos de tra-
tamiento con antibi6ticos. Segiin los Tra-
bajos de Rossi Lema, L., y Gil Tournes,
C. (14) nuestra cuenca lechera tiene una
incidencia de mastopatias del 68,5 % (mas-
titis subclinicas), de las que un 29,7 % es-
taban dadas por m. estafiloc6ccicas.

Agrava esto la inexistencia hasta el pre-
sente de un Programa de Control Siste-
mético de Mastitis, que ademis del tra-
tamiento y profilaxis adecuada, regule el
uso de antibitticos que en la mayoria de
los casos son prescriptos por el propio pro-
ductor. Tampoco existe en la actualidad la
prohibicién del envio de la leche a la usi-
na, proveniente de vacas en tratamiento.

CONCLUSIONES

La prueba de reduccién de AM cons-
tituye por si sola en muchos paises una

14

.enferma.

prueba oficial de categorizacién de las le-
ches crudas.

Hemos demostrado a través del presen-
te trabajo, que sélo podemos adjudicarle
el valor que la mayor parte de los autores
ha pretendido darle, siempre que los tiem-
pos de reduccién puedan estar avalados
por: y
1. recuento indirecto de células (au-

mento de polimorfonucleares) —
WMT—,

2. numeracién de gérmenes, especifi-

camente del grupo Coliforme,

3. ausencia de antibidticos.

En las leches refrigeradas o no, en las
que siempre este grupo predomine, la reac-
cién se intensifica presuponiendo deficien-
cias higiénicas en el manejo del tambo,
enfriado y transporte.

Hemos podido establecer que la leche
en estas condiciones constituye un alimen-
to potencialmente peligroso en nuestro
medio.

La pasteurizacién como proceso térmico
no disminuye este riesgo, dada la termo-
rresistencia de ciertas toxinas y residuos de
antibiéticos.

En leches obtenidas en nuestro pais y
quizd en muchos otros en subdesarrollo,
no podemos adjudicar a esta prueba el
valor que tiene como orientacién para juz-

gar la calidad bacteriolégica de leches

crudas.

Como higienistas nos importa:

1. detectar la presencia de antibi6ti-
cos (PA) que no serin destruidos
por los procesos térmicos,

2. Conocer en forma estimativa el au-
mento celular, que unido a PA pue-
de indicar facilmente leches pato-
légicg.s, y

3. numeracién de gérmenes coliformes
como indicadores de higiene defec-
tuosa.

S6lo de esta manera se logrard la apli-
cacién de un sistema de precio estimulo
por calidad bacteriolégica, vigente en mu-
chos paises (en el nuestro en desuso)
que beneficie al productor de leche de
mejor calidad y no al que produce leche

E
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RESUMEN

180 muestras de leche cruda fueron ana-
lizadas al llegar a la planta procesadora.
Se realiz6 la prueba de azul de metileno,
Standard Plate Count, Coliformes, estima-
ci6bn de células (WMT) y presencia de
antibidticos. Los resultados obtenidos mos-
traron poca sensibilidad en:

—leches con gran antagonismo micro-
biano, predominio del grupo Colifor-
me,

— leches con alto contenido de células
(infeccién mamaria),

— leche con antibiéticos (terapia de mas-
titis).

Creemos entonces, que este test de re-
duccién no tiene valor como una prueba
oficial para la categorizacién microbiolé-
gica de leches crudas llegadas a la planta
en tales condiciones,
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SUMMARY

180 samples of raw milk were tested
just arrived to the processing plant, with
the Methylen blue-test, standard plate
count, coliform group, cell estimation (W
MT) and presence of antibiotics. The re-
sults obtained show little sensibility in:

— milks with great microbiological an-

tagonism, increasing Coliform, graip,

— milks with high contents of celle (ud-

der infection),

— milks with antibiotics (mastitis the-

rapy).

We believe then, that this reduction test
would not have value as an official test
for the microbiological categorization of
raw milk arrived to the plant in such con-
ditions.
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