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INTRODUCCION

El conocimiento del contenido bacteriane de una leche es
fundamental para el juzgamiento de sus condiciones higiénicas
y en consecuencia uno de los pilares en que se apoya la califica-
cion de alimento apto para el consumo de los grandes centros
poblados.

El consumo de leche higiénica constituve siempre una preoc-
cupacion permanente de las autoridades sanitarias de cada pais
que tratan por todos los medios posibles de ajustarse a la apli-
cacion de reglamentaciones v técnicas cada vez mas perfeccio-
nadas. Montevideo, como pasa ccn otras ciudades del mundo,
necesita para su abastecimiento ncrmal, ia concentracion de le-
che producida en distintos puntos del pais y cuya cifra en nu-
mero global es aproximadamente de quinientos mil litros diarzos.
Esta cantidad en algunas épocas del afio se acrecienta y casi
puede llegar a duplicarse sin que ello implique que deba ser
consumida como leche integral, puesto que es notorio que en
estas condiciones una parte pasa a ser industrializada. Pero para
los efectos del juzgamiento de su calidad higiénica el problema
no varia.

Siendo la leche un alimento con un alto contenide acuoso,
rico en proteinas e hidratos de carbono, constituye un excelente
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medlo de cuiitive de diferentes gérmenes aue, eolocados en con-
diciones de muitiplicarse, ccasionan serias alleraciones dec su es-
tado fisico-quimico, que la vuelven inapropiada para la alimen-
tacicn

La leche gue se concentra en nuestra ciudad para el abas-
lecimicnto, ha sido obtenida a diferentes distancias, a veces des-
de puntos aleiados o dificiles de acercemicnio por dificultades
de conuno, o ha sido m'ﬂnip ulada de difcrente modo, segan las
costumbres ce los productores. o ha lleoado a plazos muy dife-
rentes desde su crdeno hzsta la using de posteurizacion v en
consceuencia debe presentar culturas microbianas diferentes y
alteraciones aue corresponden a estes culturas, Por estas causas
somernmenie expues as el Inshiuto de Industiria Animal ha con-
sidersdc de Inferés, iniciar un trabdo gue conduzea a un cono-
cimiento rreior, acivaimente, de ios conienidos microbianos de
las '=ches que llegan a la usine de vas‘curizacion v que poste-
riormernte sirven de alimentacidm a la pablacion.

Adermas se ha considerano fambién de inierés la compara-
citm de 2iguncss re'odos aue conduzean frente a la nainraleza
de ostes lechos, o la aplicacion nas o menos sencilla de una
tecnica reaimen‘e recomendable,

La avaluscién de la aclividad microbiana de una leche se
iuzga clasicamente en funcicn de des elementos: el niamere de
géimenes v la actividad de sus disstasas

En cuenle al primer eiem2nio o sea cl namero de gérmenes,
puede aprecizrse por contaje directo scgitn Breed o por contaje
en pi"f“-f' despues de censiatarse su viakilidad. Cada uno de es-
tos mawdos  tiene sus partidaries. En ol método de Breed se
cuentan g:—:;‘menes exiteadides en ol vorla-obleto v que en la le-
che predea encentiarse vives o muerios; en ¢l meétodo en placas
se cueniun sdlo las colonics que lian surgicdo, cs decir, aquellas
que corresponden a geérmenes vives v ague han demosirado su
viabilidad.

En ef seoundo elemenio o sea el diastasico se avalua el po-
der de los recuctasas microbienas irenie a un colorante que
ccmo el azul de metileno o la resazurina presentan un cuadro
de variaciones facilmente ceptables en tiempos de lecturas com-
prendidos cesde los primercs minutos hasty varias horas. En la
presante nota, ncsotros damos los resultados obtenidos, trabajan-
do con la resszurina, azul de metileno y el ccentaje en placas
frente a una misma leche cuyo contenido microbiano se deseaba

conocer.




ANALES DE LA FACULTAD DE VETERINARIA

TEST DEL AZUL DE METILENO

El test del azul de metileno esta basado en el hecho de que
la coloracién azul del mismo, pertenece a la forma oxidada v la
coloracion blanca en presencia de la leche corresponde a la for-
ma reducida o leuco-derivado. |

Las bueterias en desarrolic consumen ¢l oxigeno libre o dé-
bilmente combinado en la leche. determinando un medio am-
biente que facilita la percepceién de los oxide-reductores a traves
de les combies de color del ozul al blanco v en consecuencia de
la activided de las reduciascs producida por los gérmenes. Las
reaccioncs gue s2 producen ol influjo bacterial evidentemente
dependen del numero v tipo de baclerias. seglin sean débiles o
fuertemente reductoras: de s promedio de crecimiento y del
consumo de oxigeno.

El «zul de metileno usado en la preparacion de las solucio-
nes ha sido generalmente reconceido como puro medicinal segun
diferentes au’'ores, Ultimamente, Thortnten v Sandin por indica-
cion del Jefe de la Comisién de Standarizacion de Coloraciones
Biclagicas hon recomendzde el uso del tiocianato de azul de me-
tileno.

Pero el czul de metileno utitizado en esta prueba como indi-
cador, no es necesario que se encuentre en una concentracién
determinada con toda exactiiud puestio que el viraje de su color
iguaimente se opera con livcras variaciones de la concentracion
v retme por lo tan‘o las condiciones generales de la fidelidad
exigible. Sin embargo no debomos perder de vista que un aumen-
to apreciable de la conceniracién puede desnaturalizar el sentido
de la prueba al inhibir el crecimiento de alyunas bacterias. Es
uh hecho conocide en bacteriolecia al aludir a una bacteria de-
terminada, decir gue cultiva o no. en un medio con azul de me-
tileno en proporciones del 0.1°¢ a 0,017,

El test del azul de metileno nos da en consecuencia una indi-
cacion aproximada del nfiimero de bacteriag de la leche.

Ccnduccidon de la prueba.

La solucion que figura actualmente en los Standars Methods
for th: Exeminatién of Dairy Products, se obhtiene disolviendo
una tableta de tiocianato de azul de metileno de 0, gramo 5, de
peso v ocon 9 miligramoes de colorante certificado por la Biolo-
gical Stain Comosnission tal comno el preparado por la Blaun Feidt
y Tvde de Copenhague, en 200 centimetros cibicos de agua des-
tilada, hervida y fria, utilizandose 1 c.c. de la selucién en 10 c.c.

de leche.
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A pesar de no figurar en las ultimas ediciones de los Standars
Methods, se continta usando la soluciéon de azul de metileno, tal
como figura en ediciones anlericres, preparando la solucion con
1 gramo con 1 (un gramoc, con unc) de azul de metileno certifi-
cado, en 500 c.c. de agua destilada hervida, esterilizada y fria,
constituyendo ésta la “solucion madre”.

Esta solucién se conserva bien durante largo tiempo, al abri-
go de la luz y temperaturas altas.

Tomando de la solucidon “madre” un centimetro cubico, se di-
luye en 39 c.c. de agua destilada, hervida v fria, luego esterilizada
brevemente y bien conservada, esta solucién puede ser utilizada
dentro de la semana de preparada. Para la prueba se utiliza un
centimetro cubico de esta solucion en diez c.c. de leche o sea a
una concentracion de 1'200.000.

Los tubos que se utilizan, deben ser estériles a icual yue
los tapones, pudiendo ser éstos, de rosca, metalicos, de plastico o
corcho previamente parafinados (nosotros utilizamos los que po-
seen tapon de baquelite v de rosca).

Los tubos con la leche v el colorante, son llevados al Bano
Maria frio, dandose calor hasta que el termometro alcanza la
temperatura de 37°C, instante en que se comienza a contar el
tiempo, debiendo permanecer los tubos en el Bafo Maria o sev
llevados a la estufa a 37°C donde continuara la observacion.

En nuestra experiencia, la observacion, se realiza cada 20
minutos en la primera hora, luego cada media hora hasta com-
pletar 8 horas.

La observacion se conlinta hasta apreciar la reduccién
(hidrogenacion del azul de metileno, pasando a leuco-derivadce
que por oxidacidon pasa al azul nuevamente, siendo por consi-
guiente una reaccion reversible) de las 4|5 partes inferiores y
clasificando las leches de acuerdo a los tests oficiales de aprecia-
cién de su calidad.

En esta experiencia no se realizaron apreciaciones de acuer-
do a una modificacién introducida por Wilson, dado que aqui
solo nos referimos a su valor comparativo con el test de la
resazurina y el contaje en placas, dejando para una posterior
comunicacién, las modificaciones que estamos estudiando con
la finalidad de establecer técnicas simples, econdémicas y prac-
ticas que permitan obtener valores, referentes al grado higiénico
de obtencion de las leches para el consumo directo o para la in-
dustria y que en definitiva den la base para una rapida y con-
cluyente calificacion,
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Limitaciones del test.

El test esta basado como dijimos en el consumo de oxigeno
por el contenido y desarrollo microbiano que es realizado hasta
el punto que el azul de metileno es reducido, tratando de obte-
ner como indicacién, el numero de bacterias originalmente pre-
sentes en la leche. Este planteamiento teérico se complica, si
tenemos en cuenta los siguientes hechos:

a) diferencias en el promedio de crecimiento de las bac-
terias;

b) diferencias en el consumo de oxigeno por bacteria;

¢) falta de uniformidad en la distribucion de las bacterias,
al cremar la leche, siendo barridas por los glébulos butirosos;

d) diferencias entre la cantidad de oxigeno disuelto en la
leche justo hasta el momento antes de realizar el test;

e) presencia de otros agentes reductores de la leche.

Las diferencias entre especies de bacterias, relacionadas
con el promedio de crecimiento y el consumo de oxigeno por
bacteria, son perfectamente conocidas y deben tomarse en cuen-
ta de tal modo que, igual tiempo de reduccidn, no significa
igual nimero de bacterias en dos muestras estudiadas. Sin embar-
go en leches con alto contenide microbiano, las fuentes de
contaminacion son numerosas y corrientemente las floras bacte-
rianas son a menudo comparables, mieniras que en las leches con
recuentos bacterianos bajos, las fuentes de contaminacion son mas
restringidas y las floras microbianas son mucho menos compa-
rables. Este factor es principalmente el que debe tenerse en
cuenta y es el que produce discrepancias entre el tiempo de
reduccién y el recuento bacteriano en el caso de leches de alta
calidad.

El proceso del cremado de las leches influye en la seguridad
o eficiencia del test. La distribucion de las bacterias pierde
uniformidad con el cremado y asi puede observase una zona
reducida en contacto con una mayor superficie grasa en mo-
mentos que el color azul domina uniformemente el resto del tu-
bo en observacion. Las leches con desiguales caracteres grasos
propenden a dar reaccion de este tipo aunque tengan igual con-
centracion bacteriana y el test puede perder eficacia, sobre todo
en las leches de alta calidad y con escaso tenor bacteriano,
cuando el tiempo de reduccién es mas extenso. La grasa por si
misma tiene un poder reductor del azul de metileno que ha sido
atribuido a la absorcién del indicador por los gldbulos grasos,
sustrayendo al equilibrio blanco-azul de la reaccién, la parte
correspondiente al blanco, lo que favorece la reduccion.
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TEST DE LA RESAZURINA

La prueba de la resazurina es empleada como un test de
reduccién en forma muyv comparable en este aspecto a la del
azul de metileno, pero ademas segun algunos autores, podria ser
utilizada eficazmente para revelar o despistar leches patolégicas
0o anormales.

Este colorante fué propuesto como test reductor en el ano
1935 por Ranscdell y Evans (3). La resazurina es azul a la reac-
cion de la leche normal (Ph 6.5: 6.6) vy rojo (5.3), correspon-
diendo el primer estado de su reduccion a la resorufina, de color
rosado en solucion en la leche. En una etapa posterior o ultima
se forma la hidroresorufina que es incolora. De esta manera la
reduccion del colorante se opera en una primera instancia, cam-
biando el color de azul violdceo a rosado y pasando en ultimo
término al incoloro. Al virar del color azul-violaceo al rosado,
el colorante pasa por varios matices, lila, malva, rojo malva y
malva-rojo.

El primer estado de la reduccion es irreversible, no influen-
ciable por el oxigeno, mientras que el blance producido al hi-
dratarse la resazurina es reversible bajo la accion del oxigeno.

Quimica de la resazurina.

La resazurina es el 7-oxi-phenoxazona-(2)-10 ¢éxido.
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Weslesky maniliesta que Beiistein fué quien primero la pre-
pard y simultdneamente en el ann 1872 cbtuvo un compueslo
semi-reducido: la resorufina. Weslesky describid esta nueva sus-
tancia bajo el nombre de diazo-resorcira, sintetizadas ambas
por tratamiento a baja temperatura emplecando una solucion de
resorcina en éter por medic del acido nitrico fumante.

Los dos compuestes, de interés en relacion con sus hermosos
colores fueron mas tarde a sugestion de Nietzki, Dietzer 'y Ma-
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cker, designados con nombres sin mavor trascendencia, siendo
conocidos hoy dia por: resazurina v resorufina,

La resazurina pertenece al grupo de los colorantes de las
aquinonas heterociclicas deseriptas hoyv bajo el nombre comuin
de oxazonas.

La resazurina tiene una {é&rmula empirica de Ci2 H7 Ot N
v reaceiona como acido frente a una base, dando con el sodio una
cal que es actualmente el compuesto en cuestion: la resazurina.
Esta constituve en solucién aeuosa un colorante gris—azul. Pre-
senta ademas un color azul-violeta con una fluorescencia roiiza
y con adicion de alcohol adauiere un color rojo vino intenso.

En solucion acuosa al 2'¢ constituye una solucion estable,
s1 se conserva al abrigo de la luz v en frio (heladera, lejos del
freezer).

La estabilidad responde como un caracter casi general para
el caso de casi todas las soluciones coleorantes diluidas; sin em-
bargo después de una conservacién prolongada en las condicio-
nes citadas, pierde en gran parte sus caracteres tintoriales, so-
bre todo despues de un mes de preparada.

La solucion de resazurina es muyv sensible a la luz directa
cocmo tembién a la luz artificial fuerte.

Auncue la actual sintesis no ofrece mayores dificultades, en
las formas antiguas de preparacién, presentaba algunos incon-
venientes para llegar a la purificacion, dado que se constataba
entre otros hechos la presencia de compuestos semi-reducidos,
como la resorufina que es cimultancamente sintetizada con la
resazurina vy que la sepzracion de las dos sustancias no puede
ser facilmente realizada.

Asi Thornthon, Mc¢ Chwre v Sandin afirman que otra sus-
tancia no conocida es sintetizada durante la produccidn de la
resazurina. Teniendo en cuentia estos hechos, es gue se ha sena-
lado que no todos los preparados de resazurina comerciales son
aptos para ser utilizados en estas pruebas, tal cual se ha senalado
en los paises donde este producto ha estado en practica corrien-
te, como Estados Unidos de Norte América v Canada.

En el ano 1943 teniendo en cuenta este aspecto, fué presen-
tado un nuevo método de produccion de la resazurina, segun el
cual cs sintetizada a partir de la resorcina y nitro-resorcina en
solucion de acetena acidulada con el acido sulfurico (H*SOY) vy
la adicién de un agente oxidante: el peroxido de manganeso. Pre-
sumiblemente esta sintesis haya facilitado la obtencién de un
producto puro o de mucha pureza, el cual ha permitido eviden-
temente los estudios que se relacionan con su utilizacion para la
calificacién de las leches.
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Mientras que la resazurina utilizada actualmente en los Es-
tados Unidos y Canadé es una forma aparentemente pura; la
azurufina utilizada por los alemanes e investigadores daneses,
tiene un tinte rojo distinto, lo que pareceria indicar la presencia

de ciertas impurezas existentes y que serian imputables a la pre-
sencia de resorufina.

La utilizacién de la resazurina como indicador redox (asi de-
nominado al sistema constituido por el proceso reversible en el
cual la oxidacion de un elemento, corresponde a la reduccion de
otro elemento del mismo sistema) segun lo establece Klotz, permi-
te suponer que el azur-azul de resazurina es primeramente 1c-
ducido a resorufina rosado vivo y luego sucesivamente reducidce
a un compuesto incoloro de hidroresorufina o tal vez como mas
corrientemente lo denomina Twigs (5): dihidroresorufina. Agre-
ga Klotz (6), que la reduccién de resazurina a resorufina es un
proceso irreversible, mientras que la ulterior reducciéon de reso-
rufina a dihidroresorufina es reversible. Los procesos referidos

anteriormente lo establecen Mundinger y Wolf (7) de esta ma-
nera:

o sC ~0H

Hs €

=
= 0
=

Siendo los colores de la resazurina insertados con doble ata-
dura en los grupos cromoéforos:
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| N
0

Y estas dobles ataduras son perdidas en la reduccion com-
pleta de dihidro-resorufina, faltandole a esta sustancia su carac-
teristica cromogénica, siendo per tanto incolora.

Técnica del test de la resazurina.

En nuestra experiencia utilizamos las tabletas de resazurina
proporcionadas por la Nacional Aniline Division of Allied Che-
mical and Dye Corporation N.Y., las que contienen por tableta
0 gramo 011, 6 del producto.

Estos comprimidos deben encontrarse totalmente enteros,
no faltarles sustancia en el momento de su empleo, de manera
que al hacerse la dilucién, ésta corresponda exactamente a snu
contenido en sustancia colorante,

Para preparar la solucion, se disuelve un comprimido en 200
c.c de agua destilada, hervida y fria, presionando el comprimido
de manera que si la selucién se va a utilizar de inmediato, no
haya error, en el caso de que quedara parte del comprimido
sin disolver.

Las soluciones se conservan una semana, si se tiene la pre-
cauciéon de mantenerla en frasco oscuro, al abrigo de la luz y en
el refrigerador.

Los tubos utilizados correponden a los de rosca, y son esie-
rilizados previo a su uso, igual que las pipetas que deben ser
individuales para cada muestra de leche.

Se colocan en cada tubo 10 c.c de leche, previamente bien
uniformizada; una vez puesta la leche en los tubos se agrega
rapidamente con pipeta estéril un centimetro ctbico de la solu-
cién de resazurina de acuerdo a la preparaciéon antes mencio-
nada. Se invierten los tubos y se llevan a Bano Maria frio, pro-
cediéndose a dar calor; cuando el termdémetro alcanza la
temperatura de 37°C se comienza a tomar el tiempo y simulta-
neamente se hace la ohservacién, es decir a los cero minutos,
registrando todos los cambios de color observados y haciendo
fa anotacion correspondiente cada diez minutos, dentro de la
primera hora y cada quince minutos dentro de la segunda y ter-
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cer hora. La certificacion de los colores, se hace de acuerdo a la
tabia propercionada por la Munsell Celor Company, 10 East
Franklin Sireet, Baltimore Md. U.S. A ..

CCNTAJE MICROBIANDO EN PLACAS
heccieccior de muesiras.

Tanto para realizar las prmbcb cdel azul de metileno, como
de la resazurina y del centaje on placas, la leche debe ser bien
mezclada para luego retirar la misma, va sea del tarro, del tan-
que de la balanza o de otros continentes, mediante la utilizacion
de pipelas, dippert o cenios de vidrio con cmbocadura de algo-
dcn, adaptados para tomar muesiras de grandes recipientes, de-
biendo ser touc el insirurmnental estert!,

Para spreciaciones de orden cficial, o cuando se trata de
realizar tomas de¢ corden eduvcative o reglementarias, la extrac-
cion de la muestra debe ser realizada preferentementie de reci-
pientes no ablertos o que no hukleran sido destapados ante-
riormente,. _

Convience que el material sea utilizado individualimentie; sin
ombargo podrian utilizarse mas de una vez, siempre que se tu-
viera la precaucion de enjuagarlos con agus firia v luego azua
caliente, virtualmente hirviendo por algunos instantes.

Lias muestres de leche recogidos para estes determinacicues
no deben ser conservadas mas de 24 hores, estableciéendose el
tiempo gue ha mediado centre la extiraccién de la muestra y el
comienzo de la prueba. Las muocstras deben ser conservadas siem-
pre a una temperatura nc supevior @ los 47 C.

Para la prueba del contaje en places. la muestra es transie-
rida a frascos de coler caramelo. con tapa de vidrio, de preferen-
cla en una cantidaa de 20 c.c. pero no ocupando la leche, mas de
los 23 o los 34 de la capacidad del frasco. Cuando el tiempo es
mayor de 4 horas entre la exiraccion de la muestra y el comien-
zo de la prueba, debe hocerse constar.

Una vez llegado el material al laboratorio, se procede a su
examen, para lo cual se hace un agitado fuerte de 25 veces apro-

;maddmente, extendiendo el brazo en radio de 30 cms. v en eta-
pes de 7 segundes, de acuerdo a lo gue establecen los métodos
standars. Las cdiluciones optadas de manera de obtenrer recuentos
de mas de 30 colonizs v menos de 300 por c.c. se hacen un poco
dificil, por la variedad exfraordinaria de leches examinadas, en
sUS cargas microbianas, lo aue esta ligado a una serie de factores:
distintas ¢poces del ano, variaciones grandes de temperatura, le-
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ches que no se semeten a un rapido enfriamiento o que habiendo
sido cnfriadas, las condiclones de transporte son totalmente defi-
clentes. Todes estos facteres que conspiran logicamente, en la
apreciacion de la calidad de las leches por medio del recuento
Daclerianc, estan previstos en los métodes oticiales recomendados.
Las diluciones que adeplemos para esta prueba, son las si-
guientes: 11100; 110.000 y 1 20.000, utilizando para cada muestra.
las dos ultimas o sean 110.000 v 120.000. Las cajas de Petri son
llevadas a la estufa a 37°C, por peres, es decir des de cada
muestra, haciéndose el contaje dentro de las 48 horas (mas—me-
nos o horas) mediante el empleo del campo cscuro Quebec.

Easultados obtenidos de las ires pruebas realizadas

A continuacion exponemos un cuadro comparativo de las
pruebas realizadas, temando de 80 muestras examinadas, aque-
llas que redujeron el azul de metileno en menos de tres horas y
su correspondencia con el test de la resazurina y el contaje en
placas.

Conto puede apreciarse en el cuadro N° 1, de 80 muestras
estudiadas, el 30°¢ aproximadamente, redujeron totalmente el
azul de metileno en menos de 3 horas, correspondiendo logica-
mente un menor tiempo para la resazurina e indicando, salvo al-
gunas excepciones, un mayor numero de colonias por centime-
tro cubico de leche examinada, on el contaje en placas.

Ccrresponde destacar, que hay un numero de muestras que
después de § horas de chservacion no redujeron aun el azul de
metileno y se maniuvieron en el Patron N% 4 de la escala Mun-
sell v cuyo contenido microbiano, sc expene a continuacidn en
el cuadro N¢ 2.
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N° 25_—1 50’ " 7 | 2h _Q: RT . 12.400.000 i S
ONe 3l { I 7o 40° J R T | s.ooo.o&ﬂ S
NO 34 w0 [ " ‘ 20" | R T | incontable n
Ness | 20| ¥ ° [1m30|RT 1:— 1.280.000 | * 7
N0 4l 40’ l " . 3h. }"R T | 1.180.000 ] n
NO 42 | 10 |7 7l 1nso "R T | 14.000.000 S
N 43 \ 60° | 7 " 2h.30° \ R T \ 1.660.000 | 7
Ned4s | 0| T e {'R T 1’_1_7.940.000 EE
NO 47 | 60" | " {2n |RT | s.s40.000 | 7~ o
Nest | 30| Y " [ 1h30°|RT| 7.040.000 | "
N° 52 ‘l 50’ J ” " 3n —;j R T l‘ 12.960.000 | ” 7
Nes7 | 100 ] "u_\l 2h. R T i 12.160.000 7 °
N 61 \r 60° | 7 ” \ 3h. | RT I_ 1.060.000 | 7 7
N 62 | 1h. 18’ J ” ” \ 3h. 1{ RT | 230000 » 7
NY 71 é w | 0 | 60'—}: R T |13.640.000 " »
N° 73 § 60 ” 7 |[3h  RT jl 1.340.000 | " o
Ne 75 | 200 7 » | 2h.30° J‘l RT | 2.870.000 0 "
NO 77 107 | v 20| R T | incontable | " 7
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CUADRO N°¢ 2

METILENO

AZUL DE

RESAZURINA

CONTAJE EN
PLACAS

Muestras |

Mas de 8 hra.

Mas de 8 hrs,

Colon, c.c.

| de cobserv, | de observ. ; en 48 hrs.
NO 2 l; se mantiene azul i Patron N© 4 E 230.000
N 7 11 " » ', » » ‘! 4.120.000
N 8 | 2 s 2 ” ' 6.040.000
Ne 9 | ¢ » » \ ” o 1.150.000
Ne 1 | g !1 ” v 320.000
N? 19 ,: ” » . " » { 230. 000
NO 21 !i . » » 1 » » 1! 340 000
N 26 | 7 » ﬂ " v 390.000
Ne 28 | 7 ” " ” ” ‘ 1.860.000
No 20 | » " ” v 160.000
N30 | 7 ” » l » ‘ : 660.000
NO 33 f » n " " ,J 840.000
N°® 35 » » . » ” l 830.000
N9 38 g ” ” \ " " [ 210.000
N° 39 i ” ” » f " " | 7.000.000 B
Ne 40 | " > » ” 220.000
N 44 " n " \ " ” 4.680.000
NO 53 ” ” o » " 220.000
Ness » ” 11 » " 540.000
N 56 i ” » > ” > 640000
NO 58 ! & ” " " " j 780000
Ne60 | 7 » v ” no 260.000
N° 63 | 7 " S ” | 700.000
NO 72 { » » " " ” ” w 800.000
CoNe78 | » | . v 120.000
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Observando les cuadros que se adjuntan, relacionados los
contajes microbianos en placas, con el test de la resazurina, nos
encontramos con una estrecha equivalencia entre los valores se-
nalados. KEllo nos permite ebtener, de igual forma a lo que en
general es opiniéon de diversos investigadores consultados, una
estrecha relacion entre las dos pruebas mencionadas y de gran
significacidn cn la valoracién de las leches higiénicas. Se obser-
va sin embargo, un numero de muestras de leche que hacen
excepcion a lo ya sustentado, pero ello debe obhedecer posible-
mente a especies microbianas poco reductoras y de escaso de-
sarrolio.

Tambien hemos notado v ello esta de acuerdo con ohserva-
ciones realizades por diverses aulores que muestras de leches
conl attos contenidos celulares leucocitarios, generalmente ac-
tiuan con una aclividad desusada en los primeros momentos de
observacion, haciendo progresar rapidamente el test de la re-
sazurinz, perc mas adelante la reduccion se detiene. Estas leches
conirotauas por el meétodo de Breed, realizado de acuerdo a la
técnica de Black y Levine nos permiten atirmar lo antes ma-
nifestado.

Se desprence de ello, que el test puede tener una variante
de gran importancia desde el punto de vista dei despistaje de
leches, con altos contenidos celulares leucocitarios obedeciendo
a leches, de procedencia anormal o patologica.

RESUMEN

En el presente trabajo se da o conocer el resultado de dos
tesis bioldgicos realizados simultaneamente en un total de 8U
muestras de leche cruda y comparados sus valores con el conte-
nido microbiano de las mismas. Su finalidad es llegar a un meé-
todo rapido, seguro y eficaz para la mejor calificacion de las
leches que llegan a la usina de pasterizacion. En ese sentido, he-
mos podido apreciar, que el lest de la resazurina, es el que me-
jor cumple con nuestros propositos si bien se ohservan algunas
discrepancias, dadas ya sea, por que los gérmenes que integran
la flora microbiana presente en la leche, desarrollan escasa ac-
tividad metabolica, operandose por tanto los cambios de 6xido-
reduccion en un mayor tiempo del gue debieran de producirse;
O por que como ya mencionamos anteriormente, existen otros
elementos reductores, como por ejemplo: células leucocitarias,
linfocitos, etc., que confieren un caracter particular a la reaccion.

En general los tests de resazurina, azul de metileno y el con-
laje en placas, se corresponden hasta donde io permiten los hechos
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ya establecidos, como son las diferencias 6xido-reductoras, de
diferentes bacterias, cantidad, etc..

SUMMARY

This article gives the results of two biological tests, carried
out simultaneously on a iotal of 80 samples of raw milk, and a
comparison of the values obtained with the number of microbes
ccntained. The object is to find a quick, sure and efficient me-
thod for the better classification of the milk which reaches the
pasteurizing plant. We have found that the resazurin test is the
one which best fultils our purposes. even though there are some
discrepancies. These are due either to the microbes in the milk
possessing a low metabolic activity, so that the oxidizing and
reducing changes take place more slowly than they should, or,
as already mentioned, to the presence of other reducing agents
such as leucocytes, linfocytes, ete., which give a particutar cha-
racteristic to the reaction.

In general, the resazurin test, the methylene blue test and
the slide count agree as far as is allowed by the facts mentio-
ned, such as variations in oxidization and reduction for diffe-

rent bacteria, quantity, etc..
RESUME

Le présent travail expose les résultats de deux tests biolo-
giques réalisés simultanément sur un total de 80 échantillons de
lait cru, leurs valeurs étant comparées au contenu microbien de
ces échantillons. Le but de cette expérience est d’obtenir un mo-
yen rapide, slir et efficace pour un meilleur classement des laits
arrivant a l'usine se pasteurisation. Dans ce sens, nous avons pu
constater que le test de la resazurine est celui qui sert le mieux
a nos fins, bien que l'on puisse constater quelques divergences,
soit que les germes faisant partie de la flore microbienne du
lait aient une faible activité métabolique, ce gui rendrait pius
lents les changements d’oxydo-réduclion, soit que, comme nous
VYavons mentionné, il se trouve d’autres éléments réducteurs (ce-
llules leucocytaires, lymphocytes, etc.) donnant un caracterve par-
ticulier & la réaction.

En général, les tests de résazurine, du bleu de méthyléne
et du comptage par plagues donnent des résultats assez similai-
res, dans la mesure ou le permettent les faits déje établis, tels
les différences oxydoréductrices, les différentes bactéries, les

quantites, etc.
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