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PROLOGO DE LA PRIMERA EDICION

Ciencia y Tecnologia de la Leche es una Unidad Curricular
perteneciente al eje de Produccion e Industria Animal del
Programa Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional

Experimental “Francisco de Miranda” (UNEFM).

El propdsito es presentar algunos componentes de esta
Unidad Curricular en forma breve en lo que respecta a Ciencia
y Tecnologia de la Leche es decir, composicion vy
caracteristicas de la leche cruda, tratando de acercarla a las
actividades que se ejecutan diariamente en el circuito
agroalimentario leche en el estado Falcon y, su relacién con la
calidad de la misma como materia prima a ser sometida a
procesos de transformacién, para generar productos vy

subproductos lacteos.

Se pretende aportar informacion de la composicion fisico-
quimica y microbiolégica de la leche, con especial énfasis en
las especies bovina y caprina, donde el contingente de
estudiantes que han pasado a lo largo de mas de veinte afos
en las asignaturas: Tecnologia de la Leche y sus Derivados,
Higiene y Control de Calidad de Alimentos, Produccion
Pecuaria Il y Trabajo Especial de Grado, de los programas

Ciencias Veterinarias, Ingenieria Agronémica e Ingenieria
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Quimica ha permitido relacionar conocimientos y conectarlos
con la situacién del Programa de Higiene de la Leche en el
estado Falcon, facilitando hacer aportes para el mejoramiento
de la produccion de leche en los diferentes municipios,
garantizando la calidad de la materia prima en funcién de los
productos y subproductos lacteos a los cuales se destina la

leche cruda.

Se hizo énfasis en aquellas caracteristicas y factores que
permiten apreciar rapidamente ciertos cambios de la
composicidon fisico-quimica y microbioldgica, que infieren la
presentacion de productos y subproductos lacteos sanos, de
calidad uniforme y que respondan siempre a la calidad
establecida en las Disposiciones o Normativas Legales
vigentes, emanadas del Gobierno Nacional, asi como también,
de la Empresa Lactea Nacional organizada en sus diferentes

Camaras inherentes a la produccion industrial.

Se traté de enfocar los diferentes problemas que confronta
la produccidon lactea nacional, pensando siempre en las
condiciones de pais tropical, sin embargo, no se han incluido
todos los grupos de productos alimenticios conocidos que se
derivan de la leche, materia prima versatil en la generacién de
productos y subproductos lacteos. Se ofrecen los valores

paramétricos y se mencionan los métodos Oficiales
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establecidos en la Resolucion sobre Leche y Derivados vigente
desde el ano 1959, modificada sélo en el literal que atiende a
la adicidn y substraccion de componentes para permitir al
CENSA de Cuba, a través de un Convenio de Cooperaciéon
cubano-venezolano, el wuso del STABILAK (activador
enzimatico), durante los afios 2000-2002, asi como también, en
las recomendaciones oficiales del gobierno trazadas en las
Normas COVENIN, mantenidas en permanente revision;
adecuando siempre tanto las determinaciones, como los
meétodos descritos, a la capacidad del laboratorio industrial y a

los criterios institucionales.

El contacto con las industrias y experiencias propias nos
hace suponer que esta modesta publicacion, sera bien acogida
por los técnicos ocupados en actividades industriales, tanto en
el control de calidad e investigacion, como en la produccion.

El Sistema LPO (Lactoperoxidasa-perdxido de hidrogeno-
tiocianato de potasio), es capaz de conservar la leche cruda a
temperatura ambiente, sin modificar sus parametros de calidad
y valor nutritivo y representa una alternativa importante para
preservar grandes volumenes de leche que se producen en
fincas sin infraestructura de refrigeracion (falta de energia
eléctrica), en pésimas condiciones de vialidad agricola, muy
distantes de las zonas de acopio o procesamiento y en dificiles

condiciones climaticas por efecto de las temperaturas
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tropicales. El uso apropiado del Sistema LPO en la
preservacion de la leche cruda y de los productos lacteos no
plantea riesgos para la salud humana y puede ayudar a

mejorar la produccién lactea en Venezuela.

Es propédsito futuro ampliar la presente publicacién en
proximas ediciones, y agradezco las observaciones y criticas
constructivas que lectores competentes hagan. También
agradezco a los colegas profesores: Julio, Lépez Pérez
(UNEFM-LUZ); Merlin, Colmenares-Pulgar; Ingrid Holmsquist
UNEFM; Héctor Garcia IUTAG; Nancy Lopez y Aura Scaramelli
UCV por la lectura y evaluacién de manuscritos, cuando se

desempefaron como jurados de trabajos de ascenso.

Agradezco al Consejo de Desarrollo Cientifico, Humanistico y
Tecnoldgico (CDCHT) de la Universidad Central de Venezuela
(UCV), a la Fundacion para el Desarrollo Cientifico y
Tecnoldgico del estado Falcdn (FUNDACITE-FALCON) vy al
Consejo de Investigacion de la UNEFM por el financiamiento

parcial de estas investigaciones.

El Autor.
Santa Ana de Coro, 2010
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PROLOGO DE LA CUARTA EDICION

Fue un propdsito a futuro establecido en la primera edicion,
continuar publicando informacion sobre el sistema LPO,
(peroxidasal/peréxido de hidrégeno/tiocianato), mecanismo
enzimatico capaz de conservar la leche cruda a temperatura
ambiente manteniendo sus parametros de calidad y valor
nutritivo. Constituye una alternativa importante para preservar
grandes volumenes de leche que se producen en fincas con
dificiles condiciones climaticas por efecto de las temperaturas
tropicales, sin infraestructura de refrigeracion, con vialidad
agricola deficiente y muy distante de los centros de acopio o

procesamiento.

El uso apropiado del Sistema LPO en la preservacion de la
leche cruda y de los productos lacteos no plantea riesgos para
la salud humana y puede ayudar a mejorar la produccién lactea
en Venezuela en lo que respecta al manejo de la leche cruda
como materia prima para la industria, incrementandose la
produccion de leche de calidad a partir de vacas, cabras y
bufalas; asi mismo, por sus bondades como bactericida y
bacteriostatico puede ejercer control sobre Ila mastitis,
enfermedad inflamatoria de la ubre de los mamiferos,

generadora de pérdidas econdémicas.
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Otra bondad del uso de del Sistema LPO es que puede
coadyuvar en el fortalecimiento del sistema de produccion
agricola animal al impactar la produccion de carne de cerdos
mediante la superacion de la mortalidad de lechones a causa
de la diarrea colibacilar, una vez que ejerce control sobre la

bacteria que la causa.

Se ha querido conservar el caracter practico en el
tratamiento de la informacion, dando oportunidad para que el
lector tenga una informacion mas amplia sobre los temas
tratados, por lo cual se ha organizado en capitulos
cuidadosamente revisados, aportando al final de cada tema

referencias bibliograficas seleccionadas.

Se reitera el agradecimiento a todos los colegas profesores
de la Universidad Nacional Experimental “Francisco de Miranda
(UNEFM), Universidad Central de Venezuela (UCV) y del
Instituto Universitario de Tecnologia “Alonzo Gamero” (IUTAG),
por la revisibn y evaluacion de los manuscritos y sus
recomendaciones, cuando se desempefiaron como jurados de

trabajo de ascenso y defensa de trabajo de maestria del autor.

También agradezco al Consejo de Desarrollo Cientifico,
Humanistico y Tecnolégico (CDCHT) de la Universidad Central

de Venezuela (UCV), a la Fundacién para el Desarrollo
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Cientifico y Tecnologico del estado Falcon (FUNDACITE-
FALCON) y al Consejo de Investigacion de la UNEFM por el

financiamiento parcial de estas investigaciones.

El autor
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CONCENTRACION DE LA ENZIMA LACTOPEROXIDASA Y

DEL TIOCIANATO EN LECHE BOVINA Y CAPRINA, COMO

SUSTRATOS ACTIVADORES DEL SISTEMA (SLPO) EN LA
CONSERVACION DE LA LECHE CRUDA
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INTRODUCCION

La enzima lactoperoxidasa, asi como sus agentes
activadores peroxido de hidrogeno y Tiocianato de potasio
forman parte integral de la propia leche, no afectan las
propiedades organolépticas de la misma y por ende la de sus
derivados, descartandose la opinion de la aparicion de
sustancias extrafas. La activacion del Sistema Enzimatico
LPO, genera una accion bactericida y bacteriostatica que
actuan sobre los mecanismos contaminantes de la leche,
retardando la acidificacion y el efecto perjudicial de las
bacterias presentes y su proliferacién (Korhonen), 1980; Zajac,
1993; Ponce, et. al., 1994; Stefano et. al., 1997; Haddadin,
1997).

El sistema lactoperoxidasa-peroxido de hidrégeno-
tiocianato contiene inhibidores naturales en la leche (también
es muy activo en la saliva) y se usa para mantener la calidad
de leche cruda entera entre 8 y 16 horas post-ordefio a una
temperatura entre 20 y 34°C, ademas, asociada a temperatura
de refrigeracion se conserva por mayor tiempo sin alterarse sus
cualidades originales (Aparicio, et. al., 1986; I.D.F, 1988;
Bracho, 1994; Haddadin, 1997).

20



Este procedimiento para lograr mantener la calidad de la
leche cruda entera mediante la activacion del sistema
lactoperoxidasa, fue aprobado en la 35" Reunion de la
Organizacion Mundial de la Salud. Informe Técnico No. 789 de
1990 y recomendado por el Comité Mixto de la Food and
Agriculture Organization (FAO) y la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), de expertos gubernamentales sobre el cédigo
de principios referente a la leche y los productos lacteos
(documento CX5-70 vigésimo segundo periodo de sesiones.
Parrafo 69-72 (Putter, 1974; Aimuti y Eigel, 1982; Perraudin,
1991; FAO/OMS, 1991; Ponce, et. al., 1994; Gaya, et. al.,
1997).

Grandes volumenes de produccion de leche obtenida en
las unidades de produccion sin infraestructura de refrigeracion,
con medios de transporte tradicionales, por vias inadecuadas
y de dificil acceso, recorrido de grandes distancias desde el
sitio de produccion a las plantas procesadoras y en
condiciones climaticas desfavorables para la conservacion,
inhibidores diversos, desconociendo sus riesgos de toxicidad;
son situaciones para las cuales el sistema LPO representa una
alternativa (Bracho, 1994; Bracho 2004).

Las estrategias metodolégicas para desarrollar esta

investigacion se disefiaron mediante un Programa de
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Investigacion de avances sucesivos cuyos objetivos
especificos se fueron cumpliendo a través de proyectos cortos
que permitieron ir completando la informacion basica que
demostrdé el comportamiento de la actividad enzimatica de la
enzima lactoperoxidasa (LPO), asi como sus mecanismos de
activacion en leche bovina y caprina y, hoy permiten interpretar
que luego del conocimiento de la concentracion de la LPO y de
tiocianato en la leche, cuales concentraciones de sustrato
hacen mas efectivo la activacion del sistema enzimatico y su
accion bactericida y bacteriostatica en el alargamiento de la

vida util de la leche.

Este programa de investigacion evidencio
cuantitativamente la actividad de la enzima Lactoperoxidasa
(LPO) de la leche de vacas y cabras mestizas en diferentes
lactancias y periodos de lactancia, alteraciones patoldgicas de
la ubre (mastitis), durante el envejecimiento de la leche y por la
adicion de aditivos antimicrobianos: Formaldehido, peroxido de
hidrogeno (H2O-) (Bracho 1999), tiocianato de potasio (SCN) a
fin de establecer las variaciones que experimenta la

concentracion de la enzima LPO en la leche bovina y caprina.

Con esta informacién podremos ensayar la activacién del
sistema enzimatico LPO, como un mecanismo para preservar

leche en ausencia de refrigeracion y resolver el problema de

22



enfriamiento de la leche en las zonas de produccion del estado
Falcon donde existen realmente dificultades para el manejo de

la leche cruda.
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ASPECTOS TEORICOS

En la mayoria de paises subdesarrollados se confrontan
graves problemas para mantener la cadena de frio de la leche,
ocasionando pérdida de la calidad debido al deterioro de sus
caracteristicas fisico-quimicas y microbioldgica; lo cual a su
vez genera problemas de procesamiento a nivel de la industria,
pérdidas econdmicas y en ultima instancia abandono de la
actividad productiva. Venezuela no escapa a esta realidad,

numerosos estudios asi lo confirman.

En el estado Falcon, por ejemplo, se ha determinado la
calidad fisico-quimica y bacteriologica de la leche cruda
producida en diferentes municipios (Boscan, 1973; Bracho,
1989; CIEPE, 1992). En términos generales estos autores
concluyen que la leche producida se encuentra dentro de los
parametros establecidos en las normativas vigentes para leche
cruda en lo referente a su calidad fisicoquimica pero, en el
caso de su carga microbiana, se ubica en la categoria “sin
clasificacion”. Un factor que contribuye a la mala calidad
microbiolégica de la leche es la alta incidencia de mastitis
subclinica en los rebanos lecheros. Asi lo comprueban ICMSF,
1983; Scaramelli, 1988.
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El efecto de la mala calidad de la leche se hace extensivo a
los productos que con ella elaboran (Bracho 1992). En el caso
del queso, Petit (1992) detectdé un elevado promedio de
coliformes totales, fecales y mesdfilos aerobios, asi como
también, un elevado porcentaje de contaminacién por
Staphylococcos sp; concluyendo ambos autores que la leche
cruda no cumple con los requisitos de calidad exigidos por las
normas COVENIN. 903-1993.

En definitiva se puede observar que desde su produccion a
nivel de fincas hasta su venta (circuito lacteo) existe un
deterioro gradual de la leche y de los principales productos y
subproductos lacteos, que ameritan la implementacion de
estrategias para preservar la calidad de la leche. Alfa Laval
Food, 1990; Alais, 1991; Bracho, 1994; Bracho, 1997; Bennet,
1999.

La lactoperoxidasa es una enzima muy abundante en la
leche de vaca, se encuentra en una concentracion bajisima en
la leche humana. Su estructura organica (Figura 1), contiene
una molécula de hierro activado formando parte de un sistema
defensivo relativamente complejo que permite la formacion en
la propia leche de sustancias con gran poder antimicrobiano. El
uso del sistema lactoperoxidasa (LPO) como un mecanismo de

proteccion de la ubre es un método alternativo para la
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evolucion de la mastitis sub-clinica. La activacion del sistema
LPO, genera una accion bactericida y bacteriostatica que actua

sobre los agentes contaminantes de la leche.

A =l=0

1 S s B

9“: (;H‘.‘
C':H;‘ (':Hz
COOH COOH

Figura 1 Estructura de la Lactoperoxidasa Hemo.(Pdtter,1974)

Al sistema lactoperoxidasa se le atribuye la proteccion de la
glandula mamaria de vacas, cabras y bufalas al inhibir varias
bacterias Gram positivas y Gram negativas causantes de
mastitis. Se ha demostrado que la enzima lactoperoxidasa y
sus sustratos activadores peroxido de hidrégeno y tiocianato no
representan peligro para la salud humana, siempre que se use
en concentraciones establecidas en las normas internacionales
(FAO, 1990).
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Caracteristicas bioquimicas de la lactoperoxidasa

En condiciones normales la leche contiene una gran
cantidad de enzimas con sustancias organicas de naturaleza
proteica, producida por células y organismos vivos que actuan
como catalizadores de las reacciones bioquimicas (Goursaud,
1991). Este mismo autor indica que Arnold en 1981 menciona
la presencia de lactoperoxidasa en la leche de vaca siendo
muy probable que fuera la primera enzima descubierta en la

leche.

La lactoperoxidasa (LPO) es una enzima perteneciente al
grupo de los oxidorreductasas, es responsable de la fase
bactericida y bacteriostatica presente en la leche durante las
primeras horas que siguen al ordefo. La lactoperoxidasa es
una proteina de origen enddgeno presente en la leche de todos
los mamiferos, es sintetizada en la glandula mamaria o pasa
via sanguinea hasta el epitelio mamario y luego es secretada
en la leche (Corbin y Whittier 1965, Brunner, 1970; Aimutis y
Eigel, 1982, Bracho 1994).

La lactoperoxidasa es una proteina de la leche con
actividades bioldgicas especiales y, particularmente, las que
son eficaces contra los microorganismos pueden permitir el
desarrollo de nuevos productos en campos como la

alimentacion infantil, la ganaderia, la cosmética o la industria
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farmacéutica. Por otra parte, algunas de estas proteinas
incluso solo con las aplicaciones actuales tienen ya un cierto
valor econdmico como la lactoferrina y la lactoperoxidasa que
ya son comercializadas por algunas empresas (Calvo et, al
2000).

El ion tiocianato (SCN’) es un componente natural de la
leche que forma parte del sistema denominado
lactoperoxidasa/Tiocianato/peroxido de hidrogeno (LPO/SCN-
/H205), cuya funcién es la de activar el sistema de defensa
natural de la leche y por ende provee a la leche un mecanismo
de proteccion que previene su acidificacion. El tiocianato al ser
oxidado por la enzima lactoperoxidasa origina un producto de
intercambio que es denominado ion hipotiocianato el cual es un

potente destructor de bacterias (Mullan et al., 1980).

El ion tiocianato (SCN") es un anién que se encuentra en los
tejidos animales y sus niveles se relacionan con la dieta y
habitos de vida. Es un componente natural de la leche que
forma parte del sistema lactoperoxidasa (LPO/SCN7/H,0,),
cuya funcion es la de activar el sistema de defensa natural de
la leche y por ende la provee de un mecanismo de proteccion

que previene su acidificacion (Mullan et al 1980).
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El sistema SLPO estd compuesto por la enzima
lactoperoxidasa en concentraciones de 30 g/mol de leche,
tiocianato a 0.02 — 0.025 mg/1 y perdxido de hidrogeno 0.4 nM
cuyas fuentes en la leche puede ser por via enzimatica
mediante el sistema glucosa/glucosa oxidasa, por accion
microbiana de lactobacilos en el abomaso y por adiccion
directa (Mullan, et al., 1980), se habla de actividad especifica
de la enzima cuando ésta es expresada por numero de

unidades de enzima por mg. de proteina.

La lactoperoxidasa es de las enzimas mas termoestables de
la leche, ésta ha contribuido a que se use como indicadora de
tratamiento térmico. Si una muestra de la leche pasteurizada
no contiene lactoperoxidasa, significa que ha sido calentada
por encima de 77,8°C, es decir que ha ocurrido un

sobrecalentamiento (Rodriguez y Martin, 1980).

El tiocianato se acumula en la leche y es originado de la
reaccion catalizada de la rodhanasa con tiosulfato en el higado,
rifiones y tiroides o de la hidrolisis de los glucdsidos que
ocurren en las Brassicaceae, en la Raphanies y en otras
plantas. El tercer componente, el (H»02) es producido
metabodlicamente por el Estreptococos, por ello los
Estreptococos son “auto inhibidores” en el sistema SLPO; la

enzima se combina con (H20,) para oxidar SCN y dar origen a

29



un producto intermedio de la oxidacion que es el hipotiocianato
el cual, es inhibidor de microorganismos en la leche (Reiter,
1978).

El tiocianato de sodio es un componente natural de la leche
cuya funcion es la de actuar como inductores de la actividad
enzimatica y, al producir iones de tiocianato reaccionan con
componentes especificos de la pared celular de los
microorganismos, produciendo una accién bactericida o
bacteriostatica, dependiendo de las caracteristicas de estos
(Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria, Habana, Cuba,
1990).

Aplicaciones tecnolégicas

La enzima lactoperoxidasa constituye junto con iones de
tiocianato y peréxido de hidrégeno el sistema lactoperoxidasa
(SLPO), el cual tiene papel bactericida y/o bacteriostaticos en
el control de bacterias patdégenas, control de bacterias
psicrotréfas y mesofilas putrefactivos, inactivacion de toxinas
microbianas y potenciacion de la destruccion térmica de
bacterias; en conjunto el sistema LPO representa una
tecnologia capaz de proteger a la leche cruda de su flora
deterioradora por largos periodos de tiempo, para asegurar su
manipulacion higiénica en los tropicos (Aparicio et. al., 1986).
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La lactoperoxidasa forma parte de un sistema defensivo
relativamente complejo que permite la formacion en la propia
leche, o en el tubo digestivo, de sustancias con gran poder
antimicrobiano. La lactoperoxidasa cataliza la formacién de
estas sustancias en presencia de trazas de agua oxigenada.
Esta agua oxigenada es a su vez formada por la accion de
otras enzimas o incluso por los propios microorganismos que
luego sufrirdan los efectos de los productos formados por la
lactoperoxidasa. La lactoferrina y lactoperoxidasa se pueden
aislar del lactosuero de queseria para su aplicacibn como
“conservante natural” de algunos productos alimenticios como

el queso fresco (Calvo et al., 2000).

La activacion del sistema lactoperoxidasa tiene un efecto
bacteriostatico sobre la leche cruda extendiendo la vida del
producto por 7 — 8 horas bajo condiciones tropicales. Esto
significa que los productores pueden transportar la leche desde
el punto de acopio hasta la planta procesadora, incrementando
significativamente el ingreso generado en la finca o en el grupo

de productos (Bennet, 1999).

El sistema lactoperoxidasa resultd ser bacteriostatico contra
los microorganismos mesdfilos aerobios , coliformes totales y
Staphylococcus spp a las 24 y 48 horas a temperatura

ambiente en las diferentes concentraciones de perdxido de
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hidrogeno (H2O2) y tiocianato (SCN’) utilizadas para las
muestras que se encontraban en condiciones de refrigeracion,
el sistema lactoperoxidasa LPO actué como bacteriostatico
durante las 24, 48 y 72 horas en todas las concentraciones de
H.O, y SCN" manteniendo una acidez promedio de 17 ml
NaOH al 0,1 N.(Bracho, 2010).

Se ha demostrado que la lactoperoxidasa y sus sustratos
activadores no representan peligro para la salud humana
siempre que se use en concentraciones establecidas en las
normas internacionales (Kamau y Pruitt, 1991). Ademas Kamau
y Pruitt en (1991), indicaron que el sistema LPO se le atribuye
la proteccion de la glandula mamaria de vacas no lactantes
frente a infecciones por Staphylococcus aureus vy
Estreptococos uberis ademas adicionandoles H,O, y SCN" in
vitro a la leche bovina, suero de leche o medio de crecimiento
que contenga LPO, se inhibe varias bacterias causantes de
mastitis, las cuales son patégenos humanos y pueden se
difundidas en leche de vaca con ubres infectas. Asi como
indican que el sistema LPO es también inhibidor de
enterobacterias causantes de gastroenteritis asociadas con la

alta mortalidad infantil especialmente en paises de desarrollo.

Reiter (1985) explicé que el sistema LPO puede proveer un

mecanismo de defensa in vitro contra infecciones de la ubre en
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la vaca y proteger contra la gastroenteritis de lo cual se ha

tenido evidencias en becerros recién nacidos.

El sistema tiocianato — perdoxido de hidrégeno — enzima
lactoperoxidasa consiste en la oxidacion de iones de tiocianato,
por la accion de la enzima lactoperoxidasa en presencia de
peréxido de hidrogeno y la consecuente accion de los iones
oxidados sobre las bacterias presentes en la leche, retardando
su deterioro entre 8 a 16 horas, haciéndolo depender de la
temperatura ambiente la calidad inicial de la leche y la
presencia de pequenas cantidades equimolares de tiocianato
y peréxido mejora la accién del sistema que constituye en
mecanismo de defensa natural del organismo humano. Sus
componentes aparecen en altas concentraciones en la saliva,
jugo gastrico y en la propia glandula mamaria, por lo cual se
considera que su activacion no representa ningun riesgo para
las personas que consumen la leche tratada con este método
(FAO-OMS, 1981).

El sistema lactoperoxidasa es bacteriostatico contra:
Salmonella tiphimurium, Staphylococcus aureus, Listeria
monocitogenes, y Campylobacter jejuni, microorganismos
patdgenos que pueden estar en la leche (Kamau, et. al., 1991).
En Africa las largas distancias, la falta de infraestructura y el

duro clima, afectan drasticamente la calidad y la cantidad de la
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leche producida por el pequeno productor lechero sudafricano.
Prinsloo et al., 1999.

La activacién del sistema LPO usando como sustratos
donadores de electrones: el peroxido de hidrogeno y el
tiocianato, es una alternativa valida en paises tropicales para
preservar la leche cruda especialmente en muchas areas
productoras de Venezuela donde se carece de sistema de

refrigeracion (Bracho, 1997).

Jogo y Morrison, citados por Kamau y Pruitt, (1991)
introducen el papel del peréxido de hidrégeno (H20;) en el
SLPO, al observar que las altas concentraciones de catalasa
eran contrarias a la actividad de la leche. Por otra parte, estos
mismos autores indican en 1963, cuando Reiter vy
colaboradores reportaron que el tiocianato (SNC) fue requerido
para la activacion del Sistema Lactoperoxidasa (SLPO) en
bovinos; con lo que esclarecieron las propiedades del sistema
LPO. El valor de la actividad de la lactoperoxidasa en la leche
es de 22.000 Ul con una desviacion estandar de 1.612 Ul
(Whitaker, 1972).

La LPO con iones de tiocianato y peroxido de hidrégeno
constituyen el Sistema lactoperoxidasa — tiocianato — perdxido

de hidrogeno. Para activar este sistema se requiere
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adecuadas concentraciones de estos tres componentes. La
lactoperoxidasa puede ser suplida de algunas fuentes
exégenas y se ha sugerido que 0,4 mM de HyO, es la
concentracion necesaria para la activacion del SLPO. Las
bacteriostasis prolongada causada por la accion de este
sistema es dependiente de los niveles de contaminacion. Por
encima de un nivel de 104 ufc/ml, por 6 horas, en las muestras
de leche con el sistema SLPO activado, ocurren variaciones de
pH, mas lentamente resultando en una mejor conservacion de

su calidad (Mijacevic et al., 1989).

El tiocianato es activador del sistema lactoperoxidasa,
generando con ello accidén bactericida y bacteriostatica que
actua sobre los microorganismos contaminantes de la leche,
retardando la acidificacion y el efecto perjudicial de las
bacterias presentes en la misma e impidiendo su proliferacién;
lo cual permite mantener la calidad de la leche cruda entre 8 y
16 horas consecutivas después del ordefio a temperatura
ambiente entre 20 y 34°C (Centro Nacional de Sanidad

Agropecuaria, Habana, Cuba 1990).

Las enzimas lacticas son factores de degradacién de los
componentes originales de la leche, por lo tanto pueden inducir
modificaciones en el plano tecnolégico (pérdida de

rendimiento) y sobre las propiedades organolépticas de los
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productos transformados (modificacion de la textura, mal sabor,
etc.) en ésta categoria se encuentran las lipasas y las

proteasas (Goursaud, 1991; Alais y Blanc, 1985).

El sistema LPO y la enzima lactoperoxidasa generan
confianza por la activacion de mecanismo que inhiben
contaminacion microbiana o presencia de microorganismo
patdogenos Yy sus toxinas, lo cual pueden mejorar la calidad de
la leche cruda durante su manipulacion en las fincas, asi como
también , en el transporte a las plantas procesadoras, ya que
el periodo de multiplicacién de las bacterias inhibidoras se
prolonga a temperatura ambiente (Bjorck y Glaesson, 1978);
Codex Alimentarius, 1988; Kamau et al., 1990; Bracho, 1994).

Importancia de la mastitis sobre la calidad de la leche

La mastitis es una enfermedad inflamatoria de la glandula
mamaria, donde se asocian una gran cantidad de agentes
causales, se manifiesta en forma clinica o subclinica, siendo
ésta ultima particularmente peligrosa por no ser evidente y
disminuir la produccion originando problemas econémicos, asi
como, alterar la calidad de la leche. En este proceso
inflamatorio de la ubre se produce ciertos incrementos en los
niveles de sales en la leche originando una disminucién de la
resistencia eléctrica como también, se incrementan los

contajes de células inflamatorias en la leche. Al producirse
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desajustes en el equilibrio salino en el proceso fisiolégico de
secrecion de leche de la glandula mamaria, puede afectarse la
acidez y el pH, factores que modifican la estabilidad de la

enzima lactoperoxidasa (Bracho, 2013).

Despistaje de mastitis en el rebaio

Se requiere conocer previamente la situacion del rebafio en
cuanto a prevalencia de mastitis mediante un despistaje, como
una via de asegurar la salud de la glandula mamaria.
Generalmente se recurre a la aplicacion de pruebas
diagndsticas indirectas basadas en la estimacion del contenido
de células somaticas y la medida de conductibilidad eléctrica o
la prueba del Tiempo de Reduccién del Azul de metileno
(TRAM), entre otras (Jiménez et al., 2016).

La mastitis subclinica es wuna de las principales
enfermedades que afectan a todas aquellas fincas dedicadas a
la produccion de leche en mundo, puede ocasionar grandes
pérdidas econdmicas a los productores, fundamentalmente, si
consideramos que constituyen la principal fuente de infeccién
para los animales sanos, lo que se traduce en el incremento
de prevalencia, a causa de la ausencia de signos evidentes
que alertan al productor ante la presencia de esta enfermedad,
permitiéndole la aplicacion de un tratamiento temprano y la

mejora las condiciones higiénicas sanitarias del ordefio,
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recoleccion y transporte de la leche cruda a nivel de la unidad
de produccién (Bracho, 2013), (Jiménez et al., 2016). Un 70 a
80% de las pérdidas econdmicas provocadas por la mastitis
son atribuibles a la forma subclinica, por ser mucho mas

frecuente que la clinica (Blosser, 1979).

Los estudios de la frecuencia de  mastitis,
independientemente de la causa, muestran cifras comparables
con una morbilidad cerca de un 45 % en vacas lecheras y una
tasa de infeccidén de la ubre de cerca de un 25% en promedio;
un cuarto glandular afectado experimenta un 30% de
disminucién en su productividad y una vaca afectada pierde un
15% de su productividad, afectando también la calidad de la
leche (Blood, et al, 1988).

La influencia de la mastitis sobre la composicién de la leche
sugiere medidas preventivas. La produccion de leche de alta
calidad y de un alto patrén de higiene depende de un sistema
de manejo donde la calidad es producto de la seguridad del
mismo (Heeschen, 1995). La buena practica higiénica simple y
efectiva, influira positivamente en la calidad microbiologica de
la leche cruda. Requerimiento importante cuando hablamos de
preservacion de la vida util de la leche a través de su sistema
de defensa natural como lo es la enzima lactoperoxidasa
(Bracho, 2013).

38



La pezonera de la ordefadora es una gran fuente de
contaminacion, mientras que con el ordefio manual se obtiene
a menudo un producto de un nivel microbiologico superior,
siempre que el animal y el ordefiador estén sanos. El area de
ordefio tiene que estar en lo posible libre de excrementos. Se
recomienda el lavado de la ubre y el secado con una toalla de

papel (Prinsloo et al., 1999).

METODOS Y TECNICAS UTILIZADAS

Diagnéstico de Mastitis:
-Se realizé diagnostico de mastitis (despistaje de mastitis)
en todos los animales en produccion del rebafio mediante la

prueba California Mastitis Test (CMT) y cultivo bacteriologico.

Determinacion de peroxidasa (Método cualitativo).

-En esta deteccion se usd solucion de guayacol al 10% en
acetona (preparada 2-3 dias antes de su empleo)

-Se colocé con una pipeta 10 ml de la muestra preparada en un
tubo de ensayo.

-Se le adicion6 2 o 3 gotas de solucion de H20;, al 3%

-Luego se le colocd 8 gotas de solucién de guayacol al 10%

por las paredes.
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-La formacién de una banda color rojizo en la zona de contacto,
fue el indicativo de la presencia de peroxidasa (ensayo de
Arnold) (Vargas y Lopez, 1979).

Determinacién cuantitativa de la peroxidasa en leche

-Se utilizé el método de Johann Putter (1974), en el cual se us6
un Buffer fosfato (0.1 m, pH 7) compuesto de fosfato de potasio
monobasico (HM;PQO,) y dibasico (K;HPO, 3H,0), ademas
solucion de guayacol (20.1 mM) y solucion de perdxido de
hidrégeno (12.3 mM).

-Se introdujo en una cubeta: 3 ml de Buffer fosfato (0.1M); 0.05
ml de soluciéon de guayacol (0.3 mM), 0.10 ml de muestra de
leche y 0.03 ml de solucion de peroxido de hidrégeno (0.1mM).
-Se agitdé y dejé reaccionar dos minutos a 25°C (Linden et al,
1982).

-Se leyo la extincién de la solucién en el espectrofotdmetro a

436 nm de longitud de onda.

40



Procedimiento:

-Se diluyé 20 ml de leche con 20 ml de agua en un balén de 50
ml, se calent6 a 37 °C, agregandole 2 ml de acido acético al
10% y agitando, después de 10 minutos se le agregé 2 ml de

acetato de sodio 1N, se dejo enfriar y enrasar, filtrar.

-Se tomé 5 ml de filtrado, se colocé en un balén de 50ml y

enrasando con tampén de fosfato.

-Se colocé en un tubo de espectrofotometro 0,3 ml de la
solucion anterior, 0,25 ml de reactivo de Rothenfusser, 0,05 ml
al 1% de H,0..

-Se agité y leydé 540 nm después de 60 segundos de mezclado

los reactivos. Blanco - 3ml de H,0 destilada mas los reactivos.
El volumen de actividad enzimatica se obtiene sustituyendo
los valores de absorbancia obtenidos en la siguiente relacion

matematica:

VAE - AFE. 1000

E.d AT.0,100

Doénde:

V=Volumen de solucién en la celda del Spectronic
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A E= Cambio de densidad Ooptico medido
(absorbancia)

E= Coeficiente de extincion del Guayacol
(435nm.=6,39cm? /umol

D= Distancia de 1cm. (paso de luz en la cubeta).
AT= Tiempo requerido para la reaccién dos (2)
minutos.

0,100= Coeficiente de incremento de extincion.
1000= Conversion a litro.

El resultado se expresa en unidades enzimaticas

por ml de leche.

Fundamento del método

Las enzimas se determinan en base a la actividad con relacién
al volumen o al peso (Actividad relativa). La actividad
enzimatica es tipicamente medida bajo condiciones especificas
controladas, sobre un periodo especifico de tiempo. Asi la
actividad puede ser evaluada mediante: a) monitoreo de la
desaparicion del sustrato. b) monitoreando la aparicién del
producto de deshidrogenacién del guayacol (GDPH) en un

periodo de tiempo de dos (2) minutos.

En este caso se usdé un método de punto final basado en la
determinacion espectrofotométrica del producto
deshidrogenacion del Guayacol (GDPH) Putter, 1974.
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Elaboracion de la curva estandar

- Solucibn madre (en agua destilada): 0.1 mg de
lactoperoxidasa por ml.

-Se prepararon estandares (en leche estéril) conteniendo 1- 2,5
5- 10- 15- 20 mg de lactoperoxidasa por litro de leche. Para ello
agregar a cada porcion de 20ml de leche 0.2 - 05, -1.0-2.0 -
3.0 de la solucion madre.

-Estos estandares se trataron como la leche para la
determinacion de peroxidasa.

-Se construyd la curva de densidad optica en funcion de la

concentracion.

Control de factores: Determinacién de pH y temperatura.
Se realizaron lecturas de pH y temperatura en las muestras de
leche usando pH-metro Corning 240 con piloto de temperatura

incorporado.

Determinacién de acidez titulable.

Método Oficial AOAC VI Edicidn 1945. Normas para el examen
de productos lacteos. Organizacion Panamericana de la Salud.
Organizacion Mundial de la Salud No. 84, 1973. Vargas y
Lopez 1979.

43



Determinacién del Contenido de Tiocianato.

El contenido de Tiocianato en leche cruda se estimé mediante
los procedimientos establecidos en el método de Bowler
(1984).

Analisis microbiolégicos de Ila leche sometida a
conservacion mediante activacion del sistema LPO.

-Se realizo la preparacién de dilucion de la muestra objeto de
andlisis mediante método standard. Methods of the
examination of dairy products (APHA), 1960.

- Se enumeraron los gérmenes mesofilos aerobios. Método
Standard de recuento en placa por siembra en profundidad.
Recomendado para productos lacteos APHA 1960. Lewis y
Angelotti, 1964; Garcia, 1987; Comité Venezolano de Normas
Industriales (COVENIN) N° 902-1982.

-El recuento de coliformes totales y fecales, por el método
COVENIN N° 1104-1984 y técnicas del NPM. Numero mas
probable.

-Determinacion de Escherichia coli. Método COVENIN N°
1104-1984.

-Determinacion de Staphylococcus aureus. Método COVENIN
N° 1292-1982.
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Analisis Estadistico.

-Para estudiar el efecto del numero de lactancias y periodos de
lactancia sobre la variable actividad enzimatica de la (LPO) en
muestras de leche de los cuatro cuartos de la ubre de vacas y de
los dos cuartos de la ubre de cabras, se us6 el Analisis
Multivariado de Varianzas, Analisis de Perfiles, en virtud de que
este ensayo se disefia en mediciones repetidas sobre una misma
unidad experimental (vacas o cabras) y, cada medicién puede
resultar en wuna variable aleatoria con distribucion de
probabilidades multivariada (Morrison, 1977). Se usé el sistema
estadistico SAS-STAT (1985).

-Para la evaluacion del efecto de los procesos inflamatorios de la
ubre (mastitis) sobre la actividad enzimatica de la LPO se
establecid la mediana del valor de actividad enzimatica y se
separaron dos grupos independientes sanos y enfermos, para
aplicar estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis (aproximacion
chicuadrado), a fin de conocer la independencia de la variable en
estudio (Conover, 1977) Se usé SAS-STAT 1985.

-Todos los demas efectos estudiados se sometieron a un estricto
analisis estadistico sistematizado, de manera de obtener la
informacion mas fidedigna que se pueda extraer de los datos, con
la finalidad de llegar a conclusiones que permitan tomar decisiones

en el avance de los objetivos especificos que se trazaron. Ademas
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del uso del sistema estadistico SAS-STAT, 1985; se uso6 el
paquete estadistico STATISTIX 4.0 1985-1992.

RESULTADOS

Se determiné en la leche de vacas en primera, segunda y tercera
lactancia durante un periodo de seis (06) meses, las variables:
volumen de actividad enzimatica y acidez, para estudiar su
variacion en funcion de estas etapas fisioldgicas las cuales se
representan en las Tablas 1y 2.

Tabla 1. Andlisis multivariado de varianzas de la variable
actividad enzimatica U/l de muestras de leche vacas en
primera, segunda y tercera lactancias durante un periodo
de seis meses.

Actividad enzimatica (Unidades/I)

Fuente GL Estad. Multivariado. F.
Equivalente P>F

Periodo Lact. / 10 Wilk’s 0,6249 0,9010
0,5496 ns

Lactancia Roy’s 0,3893 1,4014
0,2707 ns

Periodo de 5 Wilk’s 0,7065 1,4127
0,2692 ns

Lactancia Roy’s 0,4155 1,4127
0,2695 ns
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ANOVA SS

Lactancia 2 1913447,55 410
0,0315 *
*= Significativo 5%. ns= no significativo. Fuente:

Bracho, 1994.

Tabla 2. Andlisis multivariado de varianzas de la variable
acidez (ml de NaOH 0,1N/100l) de muestras de leche vacas
en primera, segunda y tercera lactancias durante un
periodo de seis meses.

ACIDEZ

Fuente GL Estad. Multivariado. F.
Equivalente P>F
Periodo Lact. / 10 Wilk’s 0,2966 2,94
0,011**
Lactancia Roy’s 1,138 4,09
0,011**
Periodo de 5 Wilk’s 0,253 10,03
0,0001**
Lactancia Roy’s 2,958 10,03
0,0001**

ANOVA SS
Lactancia 2 76,65 5,98
0,0088**

**= Significativo 1%. Fuente Bracho, 1994.
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Se determinaron en muestras de leche de cabras mestizas,
la concentracion de la enzima lactoperoxidasa (LPO) cualitativa
y cuantitativa, la acidez titulable y el pH a diferentes tiempos de
envejecimiento, a temperatura ambiente y sometida a

refrigeracion; representadas en las tablas 3y 4.

Tabla 3. Promedios de los valores obtenidos para las
variables: acidez titulable, pH. y actividad enzimatica en
los niveles de tiempo de envejecimiento: 12, 24, 48 y 72
horas en muestras de leche cruda de cabras mestizas a
temperatura ambiente (24-35 ° C).

Horas Acidez Titulable pH Actividad

Enzimatica
(ml. de NaOH (eqg/l) U/ml
0.1N/100 ml)

12 15,29 6,30 3,985

24 77,86 4,30 3,674

48 91,43 4,20 3,664

72 111,43 4,14 3,612

Fuente: Bracho, 1994.

Tabla 4. Promedios de los valores obtenidos para las
variables: Acidez titulable, pH. Y actividad enzimatica en los
niveles de tiempo de envejecimiento: 12, 24, 48 y 72 horas de
muestras de leche cruda de cabras mestizas, sometida a
refrigeracién (7-10 ° C)
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Horas Acidez Titulable pH Actividad

Enzimatica
(ml. de NaOH (eq/l) U/ml
0.1N/100 ml)
12 15,29 6,39 3,985
24 15,57 6,36 3,860
48 16,29 6,30 4,048
72 17,14 6,10 4,003

Fuente Bracho: 1994

Se determinaron en las muestras de leche de vacas
mestizas, en primera, segunda y tercera lactancias, durante un
periodo de seis (6) meses, las concentraciones de
lactoperoxidasa cuantitativa y acidez titulable para graficar en

perfiles su comportamiento, representados en las Figuras 2 y 3.
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Figura 2. Perfiles promedio del variable volumen de
actividad enzimatica (U/l) de la leche de vacas en primera,
segunda y tercera lactancia, durante un periodo de seis (6)
meses. U/L= Unidades sobre litro. Fuente Bracho: 2010.
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Figura 3. Perfiles promedio de la variable acidez de la leche
de vacas en primera, segunda y tercera lactancia, durante
un periodo de seis (6) meses. Fuente: Bracho 1994.
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Se elaboraron las curvas de calibracion para establecer las
concentraciones reales de tiocianato en leche de cabras y
vacas segun el grado de acidez y el pH, respectivamente y

aparecen representadas en las figuras 4 y 5.
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Figura 4. Curva de calibracion de la concentraciéon de
tiocianato (mg/l) en la leche de cabras de acuerdo al grado
de acidez. Fuente: Bracho, 1994.

Concentracion de Tioclansto

P (eguiv. mi)

Figura 5. Curva de calibracion de la concentraciéon de
tiocianato (mg/l) en la leche de vacas de acuerdo al pH.
Fuente: Bracho, 1994.

Se analiz6 la comparacion de la concentracion de
lactoperoxidasa (U/l) y de tiocianato (mg/l) en la leche de vacas
mestizas; comportamiento que puede ser observado en la
Figura 6
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Figura 6. Comparacion entre la concentracion de
lactoperoxidasa (LPO) y concentraciones de tiocianato
mg/l en leche de vacas mestizas. Fuente: Bracho, 1994.

Considerando que el pH es uno de los factores que afecta la
concentracion de tiocianato en la leche cruda, en la Figura 7,
se puede ver su comportamiento en un rango de pH 6 a 6,8

equiv. /ml.
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Figura 7. Concentraciones de tiocianato mg/l en leche de
vacas mestizas en funcién del rango de pH 6ptimo (6 a 6,8
equiv/ml). Fuente: Bracho, 1994.

La estadistica descriptiva indica la fluctuacién de las
variables actividad enzimatica de la LPO, tiocianato SCN™, pH y
acidez titulable en la leche cruda de cabras mestizas,
presentadas en la Tabla 5; donde se reportan valores de
concentracion de tiocianato (SCN., en leches de cabras

mestizas, por primera vez en Venezuela.
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Tabla 5. Estadistica descriptiva de las variables LPO, SCN/,
pH y acidez titulable en la leche cruda de cabras mestizas.

Variables N° Media Desviacion Coeficien Valor Valor
muestras estandar te de minimo maximo
variacion
LPO 128 3,98 0,72 17,98 0,05 4,93
SCN’ 128 0,09 0,03 39,11 0,02 0,22
pH 128 6,94 0,15 2,15 6,40 7,50
AC 128 17,77 1,53 8,60 15,00 25,00

Leyenda: LPO=Actividad enzimatica: U/l. Concentracion de
SCN= mg/l. AC=Acidez Titulable ml de NaOH al 0,1N/100
ml. pH: equv/ml. Fuente: Bracho, 1994.

Se determind la concentracion de tiocianato presente en la
leche de cabras mestizas en diferentes lactancias o partos, asi
mismo, se establecieron diferencias de concentracion de
tiocianato entre los partos y se representan en las tablas 6 y
7).
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Tabla 6. Concentracion promedio del ion tiocianato (SCN")

en la leche de cabras, entre el numero de partos.

N’ de Partos N°de Muestras Media  Desviacién
estandar
1 28 0,08222 +0,035010
1
2 32 0,08052 +0,027923
5
3 32 0,09421 +0.031177
9
4 36 0,09445 +0,042657
3

Fuente Bracho: 1994.

Tabla 7. Comparacion de las medias de concentracion de
tiocianato (SCN’), en la leche de cabras mestizas, segun el

numero de partos.

Partos Grado de Promedio Significancia
Libertad
lero Vs 2do 0,208635 0,835464 N.S
lero Vs 3ero -1,40419 0,165596 N.S
lero Vs 4to -1,20326 0,233764 N.S
2do Vs 3ero -1,85083 0,068959 N.S
2do Vs 4to -1,54539 0,127341 N.S
3ero Vs 4to -0,025093 0,980061 N.S

P>0,05 No significativo. P<0,05 Significativo. P<0,001 Altamente

significativo. N.S= No significativo.

Fuente: Bracho, 1994.
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Se determinaron cuantitativamente la concentracion de
tiocianato (mg/l) en muestras de calostro y de leche cruda de
vacas mestizas en el primer mes de lactancia, controlando los

factores acidez, pH y temperatura (Figura 8)

0,14
CALOSTRO
)
e 0,12
g
= 01
g
-
= 0,08
c i 1er mes de
S E Lactancia
S — 0,06
c
E 0,04
I L
S
0,02
0
1 2

Figura 8. Comparaciéon de la concentracién de tiocianato
(mg/l) en el calostro y en la leche cruda de vacas mestizas
al primer mes de lactancia.

Fuente: Bracho 1994.

Se determind la concentracion de tiocianato (SCN),
Lactoperoxidasa (LPO), pH y acidez titulable en muestras de
leche de vacas mestizas en diferentes estados de lactacion y
periodos de lactancias, tomando en cuenta la alimentacion.

(Tabla 8)
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Tabla 8. Estadistica descriptiva para las variables
Tiocianato (SCN’), Lactoperoxidasa (LPO), pH, acidez
titulable en la leche de vacas mestizas.

Variables N’ Media Desviacion Coef.de Valor Valor
Muestras estandar  variacion Minimo Maéaximo

pH 160 6,50 0,22 3,38x10° 6 6,90

AC 160 17,38 1,29 7,45x10 14 22,00

LPO 160 2,58 0,75 28,2?X10' 0,76 4,83

SCN 160 0,59 0,31 52,4623X10' 0,10 1,60

Leyenda: SCN" = Concentracion de Tiocianato en mg/L.
LPO = Actividad enzimatica en U/l. AC = Acidez titulable
en ml de NaOH al 0,1N/100 ml. pH = equiv./ml. Fuente:
Bracho, 1994

Se determiné acidez, pH y actividad enzimatica de la
lactoperoxidasa en leche calostral y leche cruda de vacas

mestizas, valores presentados en la Tabla 9.
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Tabla 9. Caracteristicas del calostro de vaca al primer dia
de parto y de la leche al primer mes de lactancia, en la

primera, segunda,

tercera y mas lactancias en los

parametros: acidez, pHy actividad enzimatica.

Variables Lactancia 1 Lactancia 2
Lactancia>=3
Primer dia de Parto (la mediana de los valores)
Acidez (ml de NaOH 37,60 27,135
0,1N/100ml) 26,130
pH 5,0 5,75
6,2
Actividad enzimatica 124,42 102,09
un 164,22
Primer mes de lactancia (la mediana de los valores)
Acidez (ml de NaOH 10,09 10,92
0,1N/100ml) 17,005
pH 6,5 6,5
6,5
Actividad enzimatica 303,9 394,39
un 753,54

U/l Unidades Internacionales. Fuente: Bracho. 1994.

Se ensayo la activacién del sistema Lactoperoxidasa LPO

en leche bovina,

a través de adicion de diferentes

concentraciones de peroxido de hidrogeno y tiocianato de

potasio, con la finalidad de monitorear la acidez en un periodo

de tiempo de 0 a 96 horas sometida semanales a refrigeracion,

comportamiento presentado en la Figura 9.
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Figura 9. Acidez (ml NaOH 0,1N/100ml.) de leche de cabras
mestizas conservadas mediante activaciéon del sistema
lactoperoxidasa en condiciones de refrigeracion.

Leyenda Figura 9:
Control = leche de cabra sin activacion
0.045 % = porcentaje de peréxido de hidrégeno
15 ppm = partes por millén de tiocianato de potasio
0.060 % = porcentaje de peréxido de hidrégeno
30 ppm = partes por millén de tiocianato de potasio
Fuente; Bracho 1994.

Se monitorio la elevacion de la acidez de la leche cruda de
cabras mestizas, sometida a conservacion por activacién del
sistema lactoperoxidasa, a temperatura ambiente (25 a 30°C),
para evaluar el efecto del sistema LPO activado sobre la acidez
de la leche, y asi demostrar que ejerce control sobre los
microorganismos que desdoblan el azucar de la leche
(lactosa), disminuyendo la produccion del acido lactico que

acidifica la leche, manifestandose su deterioro, al salirse de los
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rangos establecidos en las normativas de calidad de leche
como materia prima para la industria; comportamiento que
puede ser observado en la Figura 10. La concentracion 0,060%
de peréxido de hidrégeno y 30ppm de tiocianato de potasio

ofrece el mejor comportamiento a temperatura ambiente.
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Figura 10. Acidez (ml NaOH 0,1N/100ml.) de leche de cabra
mestizas, conservada mediante activacion del sistema
lactoperoxidasa SLPO), a temperatura ambiente.

Leyenda Figura 10:
Control = leche de cabra sin activacion
0.045 % = porcentaje de peréxido de hidrégeno
15 ppm = partes por millén de tiocianato de potasio
0.060 % = porcentaje de peroxido de hidrégeno
30 ppm = partes por milléon de tiocianato de potasio
Espacio en blanco = No determinado por acidificacion
de la leche.
Fuente: Bracho, 1994
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Se determind la calidad sanitaria de la leche cruda de
cabras mestizas por la presencia de microorganismos:
mesofilos aerobios en unidades formadoras de colonia por
mililitro (ufc/ml) y coliformes totales en colifomes totales por
mililitro (col/ml) con respecto a la Técnica del Numero Mas
Probable (NMP) de coliformes totales, a las 24 horas post-
activaciéon del sistema LPO a temperatura ambiente (25-30°C)
y de refrigeraciéon (8-12°C); utilizando diferentes tratamientos o
concentraciones de sustratos activadores: perdoxido de
hidrogeno (H20,) y tiocianato de potasio (SCN’), para su
conservacion bajo la activacion del sistema lactoperoxidasa

(SLPO)y, se presentan en las Tablas 10 y 11.

Tabla 10. Promedio de variables microbiolégicas de la
leche cruda de cabras mestizas por tratamientos,
conservada 24 horas post-activacion del sistema
lactoperoxidasa (SLPO), a temperatura ambiente.

Tratamiento X Meséilos aerobios(ufc/ml) X
Coliformes
totales
(col/ml)
1 2,41x10° 803
2 3,1x10° 9
3 1,7x10° 6,5
4 3x10° 3
Total 2,5x10° 205,375
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Tratamientos:

1 =0,045 % H,0,; 15 ppm SCN" 2 =0,045 % H,0,; 30
ppm SCN

3=0,06 % H,0,; 15 ppm SCN" 4 = 0,06 % H,0,; 30 ppm
SCN’

Fuente Bracho, 1994,

Tabla 11. Promedios de variables microbiolégicas de la
leche cruda de cabra mestizas, por tratamientos,
conservada 24 horas post-activacion del sistema
lactoperoxidasa en condiciones de refrigeracion.

Tratamiento X Mesofilos aerobios Xcoliformes totales
(col/ml)
(ufc/ml)

1 4,4x10° 3.2
2 4,9x10° 3,2
3 6,5x10° 38
4 5,01x10° 3

Total 5,1x10° 3,3

Tratamientos:

1 =0,045 % H,0,; 15 ppm SCN’ 2 = 0,045 % H,0,; 30
ppm SCN

3=0,06 % H,0;; 15 ppm SCN’ 4 = 0,06 % H,0,; 30 ppm
SCN’

Fuente: Bracho, 1994.

En la Tabla 12, se puede observar el analisis de varianza de
la acidez titulable de la leche cruda de cabras, donde con una

probabilidad de P=0,0008 y P=0,0000 que el comportamiento
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de la acidez frente a la concentracion de aditivos TraQ y

condicion ambiental TraT a las 24 horas es muy significativo.

Tabla 12. Analisis de varianza de la variable acidez titulable
de la leche cruda de cabras mestizas en la activacion del
Sistema Lactoperoxidasa para los factores: Concentracion
de aditivos (TraQ) y condicién ambiental (TraT) a las 24
horas.

Fuente Df MS F P
TraQ 3 4,0227 6,9143 0,0008**
TraT 1 15,4917 26,6272 0,0000**

TraQ 1. 0,045 % H,0O,; 15 pm SCN’ (P<0,00001)
2. 0,045 % H,0,; 30 pm SCN’ (P<0.05)

3. 0.06 % H,0,; 15ppm SCN’
4. 0,06 % H,0,; 30 ppm SCN’
** Muy significativo.

TraT. 1. Temperatura ambiente. 2: En refrigeracion. Fuente: Bracho,
1994.

Se caracterizd microbiologicamente la leche cruda bovina
post activacion del sistema lactoperoxidasa a temperatura

ambiente y en condiciones de refrigeracion.

Se verific6 la presencia de  microorganismos
Staphylococcus aureus, coliformes totales y fecales, mesofilos
aerobios y Escherichia coli, en la leche cruda de vacas
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mestizas antes y después de ser sometidas a conservacion

mediante la activacion del sistema lactoperoxidasa.

Se determind el tiempo de inhibicion de los
microorganismos post activacion del sistema LPO utilizando
diferentes concentraciones de peroxido de hidrégeno vy
tiocianato de potasio, como substratos donadores de
electrones en el proceso de activacion del sistema LPO para

establecer que no hay produccion de &cido lactico.

Se determind la calidad sanitaria de la leche cruda de vacas
mestizas por la presencia de microorganismos: mesofilos
aerobios en unidades formadoras de colonia por mililitro
(ufc/ml), coliformes totales en colifomes por mililitro (col/ml)
por la técnica del Numero Mas Probable (NPM) de coliformes
totales y Sthapylococcus sp, expresados como microorganismo
por mililitro; a las 24, 48, y 72 horas post-activacion del
sistema LPO a temperatura ambiente (25-30°C) y de
refrigeracion (8-12°C), utilizando diferentes tratamientos o
concentraciones de sustratos activadores: 1= 0,045 % H2Oy;
15 pm SCN™; 2=0,045 % H,0; 30 pm SCN" ; 3= 0,06 % H»0y;
15 ppm SCN™ ; 4= 0,06 % H0O,; 30 ppm SCN" ; peréxido
de hidrogeno (H20, y tiocianato de potasio (SCN
),respectivamente, para su conservacién bajo la activacion del
sistema lactoperoxidasa (SLPO) y, se presentan en las Tablas
13y 14.
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Tabla 13. Promedios de las variables mesofilos aerobios
(ufc/ml) coliformes totales (NMP/ml y Staphylococcus
(mo/ml) en leche cruda de vacas mestizas post activacion
del sistema LPO; por tratamientos: 1= 0,045 % H,0;; 15 pm
SCN™ ; 2=0,045 % H,05; 30 pm SCN ' 3= 0,06 % H,0,; 15
ppm SCN"; 4= 0,06 % H,0O,; 30 ppm SCN"; alas 24,48y
72 horas, a temperatura ambiente.

Tratamientos/Horas M.aerobios C. totales
Staphylococcus sp

1,2,3,4/ 24h. 1,0X10° <3
<100

1,2,3,4/ 48h. 3,8X10* <3
<100

1, 2,3,4/ 72h. 1,2X10* <3
<100

Fuente: Bracho, 1994.
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Tabla 14. Promedios de las variables Mesofilos aerobios
(ufc/ml) Coliformes totales (NMP/ml y Staphylococcus
(mo/ml) en leche cruda de vacas mestizas post activacion
del sistema LPO; por tratamientos: 1= 0,045 % H,0;; 15 pm
SCN™ ; 2=0,045 % H,0; 30 pm SCN ' 3= 0,06 % H,O,; 15
ppm SCN"; 4= 0,06 % H,0O,; 30 ppm SCN"; alas 24,48y
72 horas, en refrigeracion.

Tratamientos/Horas M.aerobios C. totales
Staphylococcus sp

1,2,3,4/ 24h. 3,2X10? <3
<100

1,2,3,4/ 48h. 3x10’ <3
<100

1,2,3,4/ 72h. 1,5X10" <3
<100

Fuente: Bracho, 1994.
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DISCUSION

Los analisis estadisticos indican que la actividad enzimatica
resulta afectada por las diferentes lactancias y periodos de
lactacion; durante los tres primeros meses se verifico el mayor
volumen de actividad enzimatica, el tercer mes es el de mayor
volumen de actividad, para comenzar a disminuir,
encontrandose el menor valor en el quinto mes; confirmandose
lo reportado por Griffits en 1986 y Bracho en 1994, que la
actividad enzimatica es ampliamente influenciada por las

lactancias y periodos de lactacion de las vacas.

Ademas se detectd fuerte interaccidn entre lactancias y
periodos de lactacién, sin embargo, es necesario tomar en
cuenta el sistema de manejo alimenticio al que estén
sometidos los animales, que pueden influenciar la variabilidad
detectada en los datos. Por otra parte se evidencié que el

cuarto de la ubre no ejerce ningun efecto.

La concentracion de actividad enzimatica obtenida a
temperatura ambiente y en condiciones de refrigeracion,
superan el rango superior de 3,55U/ml reportado por Zapico et
al., 1990
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Los valores de volumen de actividad enzimatica con
respecto al envejecimiento de la leche en condiciones de
refrigeracion, se mantienen coincidiendo con lo reportado por
Kamau et al., 1990; Pruitt y Kamau, 1991 quienes afirmaron
que en condiciones de refrigeracion se mantiene el mismo nivel

de actividad.

El pH y la acidez son variables modificadoras de la
actividad enzimatica de la enzima lactoperoxidasa de la leche
cruda caprina y bovina a temperatura ambiente (24-35 ° C),
sometidas a niveles de tiempo de envejecimiento: 12, 24, 48 y
72 horas asemejandose con lo reportado por Bergmeyer, 1994.
La muestra de leche control antes y después de ser sometida
a pasteurizacion lenta (60-63 ° C/30min) fue positiva a la
deteccion de peroxidasa cualitativa, corroborando lo citado por
Rodriguez y Martin (1980), quienes reportaron la termo
estabilidad de la enzima LPO, y como es capaz de indicar

cuando se ha producido sobrecalentamiento de la leche.

El volumen de actividad enzimatica de la LPO y la acidez en
el calostro de vacas es alto en el primer parto, el grado de
mestizaje pudiera atribuir diferencias, (Bracho 1994), la acidez
es significativamente mayor en el calostro, si se compara con

la leche cruda y leche de vacas positivas a mastitis, con
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tendencia a disminuir en la medida en que aumenta el numero

de partos.

Los promedios de volumen actividad enzimatica en el
calostro fueron mas bajos que en la leche cruda al primer mes
de lactancia, lo cual concuerda con lo reportado por Perraudin
en 1991 y por Bracho en 1994.

Los analisis estadisticos describieron ampliamente las
fluctuaciones de la concentracion tiocianato SCN-, y sus
factores de variacion en la leche cruda de cabras y vacas
mestizas, donde se reportan valores de concentracion de
tiocianato (SCN’) en la leche de cabras mestizas, por primera

vez en Venezuela.

Los resultados demuestran que la acidez y la calidad
sanitaria de la leche de cabras mestizas medida por la carga
microbiana (mesofilos aerobios y coliformes totales) estan
influenciadas por la concentracién de sustratos activadores
(Perdxido de hidrégeno vy tiocianato de potasio) utilizados para
activar el sistema lactoperoxidasa (SLPO), impidiendo Ila
acidificacion de la leche al actuar como bactericida y
bacteriostatico en la misma; una vez que se activa el sistema
enzimatico y se monitorea su vigencia a temperatura ambiente

y en condiciones de refrigeracion, sin alterar las caracteristicas
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iniciales de la leche tal como lo reportan (FAO, 1990 ), (IFD,
1988; Ponce et al, 1994; COMISION DEL CODEX
ALIMENTARIUS, 1999 y Bracho, 2013).

A temperatura ambiente a las 24 horas de activado el
sistema lactoperoxidasa se observo la accidon bacteriostatica de
este en todas las concentraciones a excepcion del control. A
las 48 horas se demostrd que las concentraciones: 0,06/15ppm
y 0,06/30ppm de perdoxido de hidrégeno y tiocianato
respectivamente, aun mantienen el efecto bacteriostatico,
anulandose a las 72 horas; resultados que superan los reportes
hechos por (FAO/OMS, 1991) y (Haddadin, et al., 1997),
quienes senalaron la efectividad del sistema LPO entre 8 y 18

horas.

Se verificd el efecto antibacteriano del sistema LPO en
leche bovina y caprina sobre microorganismos: mesdfilos
aerobios, coliformes totales, coliformes fecales, Escherichia
coli, Staphylococcus sp. Observando que cuando se mantuvo
bajo refrigeracién, por una accion sinérgica con el sistema
LPO, la leche fue conservada hasta 72 horas, en concordancia
con lo reportado por: (Aparicio et al., 1986), (IFD, 1988);
(CIEPE, 1992); Zajac, et al., 1993); (Bracho, 1994); (Ponce et
al., 1994), (Stefano et al., 1997) y (Gaya et al., 1997),

demostrando el efecto antibacteriano del sistema
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lactoperoxidasaltiocianato/peréxido de hidrégeno, sobre la
carga microbiana, inhibiendo la accion de microorganismos
que producen el desdoblamiento de la azucar de la leche
(lactosa) produciendo acido lactico que acidifica la leche cruda
en ausencia de refrigeracién, colocandola al margen del
cumplimento de la normativa legal vigente (COVENIN 658-86;
798-89; 938-83;902-82; 903-93; 1104-84; 1126-89; 1292-89).

Se evalué el comportamiento del mecanismo de proteccion
de la ubre con mastitis subclinica en diferente grado de
inflamacion, diagnosticada mediante los métodos: California
Mastitis Test (CMT) y cultivo bacteriologico de muestras de
leche por cuartos de la ubre de la vaca, identificando el agente

causal.
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CONCLUSIONES

El conocimiento de la concentracion de lactoperoxidasa en
la leche cruda es importante para establecer las
concentraciones de los agentes activadores del Sistema LPO;

peréxido de hidrogeno y tiocianato de potasio.

Las lactancias (partos) y periodos de lactacion (meses),
afectan el volumen de actividad enzimatica, comprobandose
gue los valores mas altos corresponden a la tercera lactancia y

al tercer periodo de lactacion.

En las vacas de primer parto se pudo verificar el mayor
volumen de actividad enziméatica en el calostro, manteniéndose
valores altos al primer mes de lactacién, por otra parte la
acidez también es alta; variando en forma decreciente en la

medida que aumenta el nUmero de partos.

Los cuartos de la ubre no ejercieron ningun efecto sobre el

volumen de actividad de la enzima.

Las muestras de leche cruda de cabras y vacas sometidas a
niveles de tiempo de envejecimiento: 12, 24, 48, y 72 horas, a
temperatura ambiente, presentaron cierta disminucion de la

actividad enzimética, acidez y el pH, mientras que en
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condiciones de refrigeracibn se mantuvo en un rango casi
constante, es decir que inclusive a las 72 horas existian
cantidades de enzima LPO ejerciendo una proteccion de la
leche.

Aun cuando en Venezuela, la Reglamentacion vigente
prohibe el uso de los sustratos activadores del Sistema
Enzimatico LPO (Tiocianato de potasio y peroxido de
hidrogeno), es un procedimiento tecnoldgico aprobado en la 35
V4. Reunién de la Organizacion Mundial de la Salud en 1990
(Informe Técnico No. 789) y recomendado por el Comité Mixto
FAO-OMS en el cédigo de principios referentes en la leche y
productos lacteos (documento CX 5 — 70, Vigésimo segundo
periodo de sesiones, parrafo 69-72 afio 1990); estos hechos
constituyen elementos de particular importancia para iniciar
estrategias a fin justificar por razones técnicas, juridicas y
sociales que el sistema enzimatico (LPO) no contiene
residuales, inhibidores o téxicos ajenos a los componentes
naturales de la leche, sino que por el contrario resulta inocuo

para la salud humana y animal.

El uso del sistema enzimatico (SLPO) como un mecanismo
de preservacion temporal en la leche cruda bovina y caprina al
retardar la acidificacion y reducir la multiplicacion bacteriana,

puede mejorar las posibilidades de comercializacion de la leche
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cruda como materia prima para las plantas procesadoras y al
publico en general, contribuyendo a incrementar el consumo de
leche fluida con mejores condiciones higiénicas y sin riesgos
de toxicidad comprobada. Si bien el efecto bactericida logrado
por el sistema LPO es inversamente relacionado a la
temperatura de almacenamiento, los contaje bacterianos estan
por debajo de lo establecido en la normativa legal vigente. En
zonas de produccion donde actualmente se ejecutan dos
acopios o recolecciones al dia por no existir refrigeracion, se
podra establecer solamente uno, con el consecuente ahorro de

combustible, caucho y vehiculos.

A nivel de plantas procesadoras de leche y derivados se
garantiza un ahorro de energia eléctrica en el almacenamiento

de leche cruda en silos antes de su procesamiento.

El alargamiento de la vida atil de la leche de cabra hasta las
72 horas en temperatura ambiente, resulta importante para el
circuito animal y especificamente para la ganaderia caprina en
el Estado Falcén, base econdmica de las poblaciones que
habitan las regiones aridas y semi-aridas que ocupan el 53%
de la superficie territorial, explotaciones que funcionan en
sistemas de produccion extensivos con multiples deficiencias

en la infraestructura para la produccion.
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Mas aun cuando el Gobierno Bolivariano del Estado Falcon
emiti6 un decreto mediante el cual se declara a la especie
caprina como actividad econdmica y social prioritaria de esta

region.

Las caracteristicas microbiologicas de la leche cruda
bovina representada por los mesofilos aerobios., coliformes
totales y Staphylococcus, antes de la activacion del sistema
lactoperoxidasa (SLPO), registran variaciones al disminuir sus
contajes luego de activar el sistema, mediante la adicion de
sustratos donadores de electrones: peroxido de hidrégeno (H:
0O,) y tiocianato (SCN’) a los niveles naturales de la enzima

lactoperoxidasa existente en la leche cruda.

Se puede enfatizar que a temperatura ambiente utilizando
concentraciones de peréxido de hidrogeno y tiocianato:
0,06/15ppm y 0,06/30ppm respectivamente, para la activacion
del sistema LPO, se inhibe la carga microbiana especificada a
las 24 y 48 horas a temperatura ambiente y, asociado a la
refrigeracion, el Sistema LPO, actu6 como bacteriostatico hasta
las 72 horas en todas las concentraciones utilizadas
manteniendo la acidez de la leche bovina en promedio
17mINaOH 0,1N/100ml de leche.
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Los resultados obtenidos indican que para ambas
condiciones de temperatura los tratamientos activadores bajo
la concentracion 0.060 % de peroxido de hidrogeno y 30 ppm
de tiocianato de potasio son los mas indicados para la
conservacion de las cualidades fisicoquimicas de la leche
cruda caprina, ya que dicha concentracion fue capaz de
mantener la calidad de la leche por 72 y 96 horas para
temperatura ambiente y condiciones de refrigeracion,
respectivamente, tomando cémo indicativo principal los valores
de acidez titulable y TRAM de acuerdo con lo establecido con
la norma COVENIN N° 658-86 y 939-79, respectivamente.

Al menos una tercera parte de la leche que se produce en
América Latina y el Caribe, asi como en el Estado Falcén, se
destina a la fabricacion artesanal de productos lacteos,
basicamente queso fresco, dulce de leche y la venta directa de
leche cruda. La calidad de la leche continGia siendo uno de los
problemas que limita la competitividad de los productos y las
industrias lacteas asociadas a éstos, pues no se trata solo de
restricciones economicas y de infraestructura, sino también de
orden practico debido a la gran diversidad de escalas
productivas existentes, que no siempre permiten modernizar
los sistemas de produccion, conservacion y manipulacion de la

leche cruda. La activacion del sistema lactoperoxidasa
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constituye una solucion practica para aquellas condiciones en

gue se hace imposible establecer sistemas de refrigeracion.

RECOMENDACIONES

El uso de la tecnologia de activacion del Sistema
Enzimatico LPO como mecanismo de alargamiento de la vida
atil de la leche cruda, debe ser supervisado por instituciones de
educacién superior, asi como por los organismos de desarrollo
regional que se encargan de hacer asistencia técnica a los
productores agropecuarios, o por la via de servicios.

Es importante destacar que se hace necesario emprender
los tramites necesarios para modificar la Resolucién Sobre
Leche y Derivados del Reglamento General de Alimentos en
Venezuela, vigente desde 1959, asi como también, modificar
la Norma COVENIN sobre leche cruda que permitan la

utilizacion del proceso de activacién enzimatica.
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VARIACION DE LA ACIDEZ Y DE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LACTOPEROXIDASA (LPO) DE LA LECHE
BOVINA, POR LA ADICION DE ANTIMICROBIANOS.
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INTRODUCCION

La actividad de la enzima lactoperoxidasa (LPO) en leche
tratadas con aditivos antimicrobianos debe registrar
variaciones, ya que su estructura, es muy inestable. Cuando se
rompen los enlaces o puentes disulfuro se inhibe la actividad
enzimatica, también por condiciones adversas de pH por
debajo de su pH O6ptimo 6.8 (Mansson Rahenthulla et al.,
1988).

En la preservacion de la leche en ausencia de refrigeracion el
anico aditivo permitido es el perdoxido de hidrogeno H,O..
(FAO, 1957), (CFR, 1984), (IFD, 1988), (FAO&FEPALE, 2012)
el cual puede ser adicionado en concentraciones de 100 a 800
ppm gue corresponden a una concentracion en un rango de 2,9
a 23,5 mM de H,0..

Excesos de perdxido de hidrégeno pueden reaccionar con
HOSCN/OSCN para generar productos que mas citotoxicos
que peroxido de hidrégeno mismo. Por otra parte el peroxido
de hidrégeno es altamente tdxico para las células animales.
embargo, niveles de 100 uM o menos de peréxido de
hidrogeno mas la presencia de LPO y Tiocianato (SCN)
protegen las células de los mamiferos de toxicidad (Pruit y
Kamau, 1991).
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La descomposicion del Perdxido de hidrogeno en leche sucede
en presencia de la enzima catalasa, componente normal de la
leche, la cual cataliza la descomposicion del Perdxido de
hidrégeno a oxigeno activo y agua; mientras que la LPO
necesita un donador de hidrégeno o compuesto oxidable para
descomponer el Peroxido de hidrégeno (Shahani, 1966),
(Robinson, 1991), Web y Alford, 1974); (Putter, 1974), (Reiter
1985), (Pruitt and Kamau 1991).

Los datos reportados por el uso del peréxido de hidrogeno
en la leche son: Sabor metdlico transitorio hasta que se
descompone totalmente; inactivacion del acido félico, pérdida
parcial del &cido piravico, pérdida de metionina, tirosina,
triptéfano y cisteina/cistina y finalmente acelera el deterioro
oxidativo de la leche, bajando la calidad de los productos
lacteos, (Thaer y Lakshmaiah, 1992), (Bracho 2013), Bracho,
2017). La velocidad de la destruccion del perdéxido de
hidrégeno (agua oxigenada) en la leche cruda es alta al inicio y
luego tiende a decrecer, estando en relacion inversa con la
concentracion inicial de agua oxigenada (LOpez, 1986). Su
destruccion depende de la concentracion inicial, de la
temperatura (pasteurizacion) y de la actividad de las enzimas:

catalasa y peroxidasa (Bracho, 2013), (Arias et al., 2010).

La adicion de formaldehido a la leche esta basada en su

efecto bactericida, pero, se observa una exacerbaciéon de la
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acidez titulable debido a que el formaldehido reacciona con los
grupos amino primario y los grupos amino Yy guanidil,
exceptuando los enlaces peptidicos (Bajaj y Rai, 1993), y con
el grupo guanidino de los residuos de arginina (Horne y Parker,
1982), pudiendo actuar como inhibidor de los sistemas

enzimaticos.

METODOLOGIA

Por un periodo de ocho semanas, se tomaron muestras del
tanque de enfriamiento, una vez finalizado el ordefio de las
vacas Holstein de una Estacion Experimental de la Facultad de
Ciencias Veterinarias, Universidad Central de Venezuela
(UCV). Maracay, Venezuela.

Una vez en el laboratorio las muestras se sometieron a
todas las determinaciones que se especifican mas adelante,
antes y después de la adicién de aditivos antimicrobianos en
diferentes concentraciones: peroxido de hidrégeno 0,06%;
0,045% y 0,03%, y formaldehido 0,5%; 0,25% y 0,10%, antes

y después de pasteurizar.
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Determinacion de acidez titulable. Método COVENIN 658-
1982.

Control e factores: pH y Temperatura. Métodos
instrumentales. pH meter portatii Ml 8314 con termometro
incorporado de (Hanna Instruments), para el control de factores
condicion estricta del Método de Ptter (1974).

Deteccion cualitativa de la enzima peroxidasa.

Ensayo de Arnold Modificado (L6pez-Alcaide, 1986).

Determinaciéon del Volumen de actividad de la LPO. Método
cuantitativo. (Putter, 1974) y los Principios de Andlisis
Enzimaticos de Bergmeyer (1965).

Pasteurizacion de la leche. Método de baja temperatura

“Holder” mediante proceso discontinuo a 60-63° C/30 minuto.

ANALISIS ESTADISTICO

Para estudiar el efecto de los aditivos antimicrobianos
formaldehido y peréxido de hidrégeno, en la leche refrigerada
sin pasteurizar y pasteurizada, sobre las variables acidez y
volumen de actividad enzimatica, se utilizo un disefio
experimental de bloques completos al azar con parcelas
divididas (Martinez, 1988), esquematizado en la Figura 1. En
este existen tratamientos y repeticiones para tratamiento; a su

vez cada parcela basica se subdividio en subparcelas y, sobre
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estas se colocaron tratamientos (diferentes concentraciones de
antimicrobianos). Este arreglo resultdé util al agrupar en una
parcela principal el tratamiento de la leche con antimicrobianos
y pasteurizacion y en parcelas secundarias las diferentes
concentraciones de peréxido de hidrogeno y formaldehido
asociadas o0 no a la pasteurizacion, para las variables acidez y
actividad enzimética. Las variables pH y temperatura son
controladas estrictamente por el métodos de determinacién
enzimatica y asi descartar su efecto. Se usé una

microcomputadora con el paquete Statistix 4.0 (1985-1992)

Factores Con aditivos antimicrobianos
Sin aditivos

VARIABLES

Parcela Control (sin aditivos) A. Pasteurizado Acidez Activid. Enzimét.
Principal Sin Pasteur. Atidez Activid. Enzimat.
Antimicrob. B. Formol Pasteurizado Adidez Activid. Enzimat.

Sin Pasteur. Acidez Activid. Enzimét.

C.H;0, | Pasteurizado Acidez Activid. Enzimat.

Sin Pasteur. Acidez Activid. Enzimat.

Parcela Dif. Formol | Pasteurizado cidez Activid. Enzimét.

Secundaria [Concent. Sin Pasteur. cidez Activid. Enzimat.

H,O, | Pasteurizado | Acidez Activid. Enziméat.

Sin Pasteur. |Acidez Activid. Enzimét.
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Figura 1. Disefio Experimental Bloques Completos al Azar con
Parcelas Divididas: Fuente Bracho. 1994.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad enziméatica de la LPO en leche bovina tratada con
aditivos antimicrobianos.

Se procedi6 al andlisis de los datos como parcelas
divididas para lo cual se hizo un reacomodo de la informacién
segun un disefio de bloques completos al azar; calculando un
promedio para el valor de las variables acidez y actividad
enzimatica en presencia o no de antimicrobianos, asociados o
no a procesos de pasteurizacion. En esta primera agrupacion
de la informacion (parcela principal) se trat6 de evaluar el
efecto de la presencia de antimicrobianos en la leche antes y
después de pasteurizar, con respecto a las variables acidez y

actividad enzimatica.

En la Tabla 1 se puede ver el resumen del analisis de
varianzas de las variables acidez y actividad enzimatica
agrupadas en promedios, las cuales resultaron muy
significativas, es decir, la adicibn de antimicrobianos afectan
los valores de ambas variables en la leche cruda. La
pasteurizacion también es muy significativa al 1% para la

acidez y significativa para actividad enzimatica, demostrandose
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que el proceso de pasteurizacion utilizado (60-63° C/30 min.)
modifica el comportamiento de las variables en discusion.
También es muy significativa (al 1%) la asociacion
antimicrobiano-pasteurizacion para la variable acidez pero, no
significativa al 1% para la actividad enzimatica, lo que
demuestra que la acidez depende del antimicrobiano
adicionado y de si es sometido a pasteurizacion o no,
indicando que la temperatura de pasteurizacion potencian las

reacciones de la leche adicionada de antimicrobianos.

Tabla 1. Analisis de varianza de las variables acidez (mL de
NaOH 0,1N/100L) y actividad enzimatica U/L de muestras
de leche con adicion de antimicrobianos antes y después
de pasteurizar.

Acidez Actividad
enzimatica
Fuente GL CM F P>F CM F
P>F
Antimicr. 2 448,22 434,76  0,00** 2,552 12,56
0,0003**
Error (a) 21 1,03097 4,266
Pasteur. 1 3,3253 18,53 0,0003** 2,032 7,44
0,0126**
Antimicr. 2 1,8817 10,49 0,0007** 3,021 2,17
0,1393ns
X Pasteur.
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Error (b) 21 0,1794 40609,8

**= Significativo 1%
ns= no significativo. Fuente: Bracho, 1994.

Los analisis de varianza discutidos condujeron a profundizar
en el andlisis, para lo cual se aplicaron pruebas posteriores
como la determinacion de las medias y el error estandar de la
variable acidez de las muestras de leche, para la interaccion
detectada: adicion de antimicrobianos (formaldehido, peroxido
de hidrégeno con el sometimiento a procesos de
pasteurizacion o0 no y sus respectivos controles (Tabla 2),
donde se puede ver el comportamiento promedio de la acidez
titulable expresado como (mL de NaOH 0,1 N/ 100ml de leche)
de los controles y su error estandar, el cual varia muy poco
(16,085+/-0,00) antes y después de pasteurizar y, (17,85+/-
0,00) pasteurizado; muy diferente a la media de la acidez de la
leche adicionada de formaldehido que result6 muy alta
(25,33+/- 7,95) sin pasteurizar y 26,16+/-6,99) pasteurizada.
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Tabla 2. Medias de la variable acidez (mL de NaOH
0,IN/100 mL de muestra de leche para la interaccion
detectada adicion de antimicrobianos: formaldehido y
peréxido de hidrégeno (H.0,) Con/ Sin Pasteurizacion.

Combinacion de adicion de antimicrobianos

Con/Sin Pasteurizacion Prom. Acidez
+/- Error Est.

Pasteurizado Control 17,085+/-0,00
Formaldehido 26,154+/-6,99

H,0, 16,45+/-5,67

Sin Pasteurizar Control 16,085+/-0,00
Formaldehido 25,330+/-7,94
H,0, 16,706+/-4,80

Fuente: Bracho, 1994.

La media de la acidez de la leche adicionada de peréxido de
hidrégeno es muy similar a la del control (16,71+4,80) sin
pasteurizar y 16,45 +5,68) pasteurizada, demostrando que el

peréxido de hidrogeno no afecta la acidez.

Es importante discutir que el Comité venezolano de
Normas Industriales (COVENIN), en la Norma Leche Cruda
903-93 (R) y Leche Pasteurizada 978-93 (R), establecen un
valor minimo de acidez titulable de 15 y maximo de 19
expresado como mL. de NaOH 1N/100mL de leche (Bracho
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2013), pero, la adicion de formaldehido incrementa la acidez
debido a que reacciona con los grupos amino primarios y con

los grupos guanidil tal como lo sefalaron (Bajaj y Rai, 1983).

Posteriormente también se realiz6 la comparacion de
medias mediante la prueba de la minima diferencia significativa
(LSD), para la interaccibn actividad enzimatica por
pasteurizacion y por la adicion de antimicrobianos:
formaldehido y peroxido de hidrégeno y, en la Tabla 3 se
puede observar la formacion de grupos con promedios
diferentes por ejemplo, la pasteurizacion sefialada disminuye la

actividad enzimatica.

Tabla 3. Comparacién de medias (LSD) para la diferencia
significativa detectada en las interacciones: variables
actividad enzimética (U/L) de las muestras de leche por
Con/Sin pasteurizacion y por adicion de antimicrobianos:
peréxido de hidrégeno (H.0,) y formaldehido.

Prom. Grupos Prom. Grupos
Homogéneos
Homogéneos
Sin Pasteurizar 852,14 A Control 907,88 A
Pasteurizado 423,48 .B H,0, 491,17 .B
Formaldehido 109,38 ....C

(LSD) Prueba minima diferencia significativa. Fuente: Bracho, 2017.
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Por otro lado la actividad enzimatica del control es alta con
respecto a la actividad enzimatica cuando se adiciond peroxido
de hidrégeno pero, el descenso que experimenta su valor
promedio con la adicion de formaldehido es violento y
coincidente con lo reportado por Fabre et al., (1962), Horne y
Parker (1982) y Bracho (2017), quienes sostienen que el
formaldehido tiene efecto inhibitorio sobre los sistemas

enzimaticos.

Adiciéon de formaldehido

El andlisis de varianza de las variables acidez y actividad
enzimatica de la leche bovina adicionada con tres
concentraciones de formaldehido: (1= 0,25%; 2=0,25% y 3=
0,10%), antes y después de pasteurizar (Tabla 4), resulté muy
significativa (P>F 0,000) el efecto de las concentraciones de
formaldehido para ambas variables lo cual se evidencio
también en el andlisis de la parcela principal, fortaleciendo el
argumento que el formol produce cambios fuertes en la acidez
de la leche y disminuye la actividad enzimética; potenciando
esta accion cuando se somete a la temperatura de

pasteurizacion.
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Tabla 4. Analisis de varianza de las variables acidez (mL
de NaOH 0,1N/100L) y actividad enzimatica U/L de
muestras de leche con adicion de concentraciones de
formaldehido: 1= 0,5%; 2= 0,25 % y 3= 0,10% antes y
después de pasteurizar.

Acidez Actividad
enziméatica
Fuente GL CM F P>F CM
F P>F
Concent. F 2 166,67 59,49 0,000** 1,596
34,20 0,000**
Error (a) 21 2,8046 4666,6
Pasteur. 1 4,100 7,30 0,0134** 5,743
123,06 0,000**
Concent. F 2 0,0859 0,15 0,8591ns 1,596
34,20 0,000**
X Pasteur.
Error (b) 21 0,56176 4666,6
**=  Significativo 1%. *= significativo 5%. ns= no

significativo.
Concent.F= Concentracion de formaldehido.

Fuente: Bracho, 2017.
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La combinacion concentraciones de formaldehido por
pasteurizacion es no significativa para la acidez pero, muy
significativa para la actividad enzimatica, lo que demuestra que
los valores de actividad enzimética varian mas abruptamente

en presencia del formaldehido.

La aplicacion de pruebas posteriores se realiz6 comparando
las medias (LSD) para la diferencia significativa detectada en
las interacciones acidez de las muestras de leche por adicion
de la concentraciones de formaldehido indicadas antes y
después de pasteurizar y se presenta en la Tabla 5. Tal como
se observé en el andlisis de la parcela principal, acidez es muy
elevada, e inclusive para las tres concentraciones se sale de
los limites establecidos en las Normas venezolanas e
internacionales para leche cruda y pasteurizada, conformando
tres grupos diferentes uno de otro con los valores promedios

de la acidez de la leche.
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Tabla 5. Comparacién de medias (LSD) para la diferencia
significativa detectada de las interacciones: variable
acidez (mL de NaOH 0,1N/100L) de muestras de leche por
adicion de concentraciones de formaldehidol= 0,5%; 2=
0,25 % y 3=0,10% con/sin pasteurizacion.

Concent. Promedio Grupo Promedio
Grupo

Homogéneo
Homogéneo
1=0,05% 28,89 A pasteurizado 26,16 A
2= 0,25% 26,25 .B Sin Pasteur. 25,58
.B
3=0,10% 22,47 ....C

(LSD) = Prueba minima diferencia significativa. Fuente: Bracho,
2017.

Por otra parte el efecto de pasteurizar o no sobre los
valores promedio de acidez de la leche con adicion de
formaldehido, hace dos grupos diferentes: pasteurizado y sin
pasteurizar 26,26 y 25,58 mL NaOH 0,1N/100mL de leche
respectivamente. También se hicieron las medias de actividad
enzimatica para las muestras de leche en la interaccion
detectada: adicion de formaldehido en las concentraciones
indicadas con y sin pasteurizacion y se puede observar en la
Tabla 6, que el volumen de actividad enzimatica con las

diferentes concentraciones de formaldehido antes de
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pasteurizar  fueron: 58,98; 158,93 y 441,46 U/

respectivamente pero, al pasteurizar desaparece por completo.

Tabla 6. Medias de la variable volumen de actividad
enzimatica (U/L) de muestras de leche para la interaccién
detectada: adicion de formaldehido en concentracién de
1=0,5%; 2= 0,25 % y 3= 0,10% con/sin pasteurizacion.

Combinacion de concentracién de Vol.Act. Enziméatica+/-
Error estandar

Formaldehido Con/Sin Pasteur.

1 =0,5% Pasteurizado 0,00+/- 0,00
2=0,25% 0,00+/-0,00
3=0,10% 0,00+/-0,00
1=0,5% Sin Pasteurizar 55,98+/-9287,0
2=0,25% 150,93+/-2.19
3=0,10% 441,46+/-1,65

Esto tiene una explicacion quimica y bioquimica y se le
atribuye a wuna desnaturalizacion por agente quimico
(formaldehido a 37%), asociado a la temperatura de
pasteurizacion (60-63° C/30 min.) El formaldehido causa
alteracion de la estabilidad proteica ya que esta constituido por
metales de transicion como el hierro y metales pesados, asi
como , residuos de ignicién y al reaccionar con la leche, en

presencia de calor, desestabiliza la proteina, cambia el pH,

104



modificandose la estructura conformacional la enzima LPO

inactivandola completamente.

Adicion de peroxido de hidrogeno

El andlisis de varianza de la acidez y la actividad enzimatica
de la leche bovina con adicion de tres concentraciones de
perdxido de hidrégeno: (1= 0,06%; 2= 0,045% y 3= 0,03%)
antes y después de pasteurizar, se resume en la Tabla 7.
Dicho analisis resulté no significativo para la variable acidez en
lo que respecta a concentracion de peroxido de hidrégeno,
pasteurizacion y la combinacion de ambas fuentes de
variacion, lo cual demostr6 que no hay modificacion de la

acidez al ensayar los procesos indicados.
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Tabla 7. Analisis de varianza de las variables acidez (mL de
NaOH 0,1N/100L) y actividad enzimatica U/L de muestras
de leche con adicion de tres concentraciones de peroxido
de hidrégeno H,O, (1 = 0,06%; 2 = 0,045% y 3 = 0,03%)
antes y después de pasteurizar.

Acidez Actividad
enzimatica
Fuente GL CM F P>F CM
F P>F
Con. H,O» 2 0,3366 0,23 0,792ns 6,308
10,03 0,009**
Error (a) 21 1,43387 62906,02
Pasteur. 1 1,03107 3,40 0,975ns 264,10
0,00 0,950ns
Con. H,0O» 2 0,0841 0,28 0,760ns 12104.,4
0,10 0,838ns
X Pasteur.

Error (b) 21 0,3036

**=  Significativo 1%. *= Significativo 5%. ns= no
significativo

Con.= Concentracién. Fuente: Bracho, 2017.

106



Esto se comprobé al determinar las medias de la variable
acidez en la combinacién adicion de concentraciones de
peroxido de hidrogeno con y sin pasteurizacion (Tabla 8).

Observandose valores muy parecidos y no existe interaccion.

Tabla 8. Medias de la variable acidez (mL de NaOH
0,1N/100L) de muestras de leche en la combinacion de
adicion de peroxido de hidrégeno H,O, en concentraciones
(1 = 0,06%; 2 = 0,045% y 3 = 0,03%) con Yy sin
pasteurizacion.

Combinacién de concentracién de Promedio de acidez +/-
Error estandar

H, O, con /sin Pasteurizado

1= 0,06 % Pasteurizado 16,20+/- 2,90
2=0,045 % 16,58+/-8,08
3=0,03% 16,45+/-5,93
1= 0,06 % Sin Pasteurizado 16,58+/- 4,04
2=0,045 % 16,71+/-5,93
3=0,03% 16,83+/-9,59

Fuente: Bracho, 2017.

Sobre la actividad enzimatica se observa que hay diferencia
significativa al 1% para la fuente de variacion concentracion de
peréxido de hidrégeno, lo que deja ver que las diferentes
concentraciones no tiene el mismo efecto aun cuando la

pasteurizacion 'y la combinacibn  concentracion de
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antimicrobiano y pasteurizaciéon, no son significativas y no

causan variaciones mayores.

Se realiz0 prueba posterior de comparacion de medias
(LSD) a la variable actividad enzimética con las diferentes
concentraciones de peréxido de hidrogeno y se presentan en la
Tabla 9, donde se aprecia la formacion de dos grupos de
medias con idéntica letra, las cuales son similares al 5%; es
decir, las concentraciones 0,03%y 0.045% dan valores
promedios de actividad enzimatica relativamente altos 675,57 y
524,40 U/L. respectivamente y la concentracion 0,06% reporto

un valor mas bajo 281,96 U/L.

Se puede decir que el peréxido de hidrégeno a las
concentraciones usadas no produce dafio sobre la estructura
quimica y bioguimica de la enzima LPO, asi como también
puede darse prioridad al uso de concentraciones de perédxido
de hidrogeno que han dado valores de actividad enziméatica
mas altos y consistentes, ya que la acidez se mantiene en el
minimo establecido en las normativas nacionales e

internacionales
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Tabla 9. Comparacién de medias (LSD) para la diferencia
significativa detectada en la interaccion de la variable
actividad enzimatica U/L de muestras de leche por adicion
de peroxido de hidrégeno en concentraciones (1= 0,06%;
2=0,045% y 3= 0,03%)

Concentracion Promedio Grupos Homogéneos
3=0,03% 675,57 A

2 =0,045 % 524,40 A

1=0,06% 281,96 ..B

LSD (prueba minima diferencia significativa)

Grupo de medias con idéntica letra son similares al 5%. Fuente:
Bracho, 2017.
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CONCLUSIONES

El peréxido de hidrégeno H,O, en las concentraciones
usadas en este trabajo son excelentes para conservar la leche
sin que se eleve la acidez y sin que se produzcan cambios
quimicos y bioquimicos en la estructura conformacional de la
proteina, por lo cual son estables los valores de concentracion
de volumen de actividad de la LPO. Se puede aseverar que
concentraciones por debajo de 0,06%, son mas eficientes de

acuerdo con estos resultados.

El uso de formaldehido en las concentraciones: 0,5 %;
0,25% y 0,10% tienen un efecto marcado sobre la acidez de la
leche, elevando su valor por encima de lo establecido en la
normativa venezolana e internacional vigente como materia
prima para la industria. Por otra parte ejerce un marcado efecto
negativo sobre el volumen de actividad enzimética de la LPO
de la leche cruda y, cuando la leche adicionada de
formaldehido se somete a pasteurizacion lenta (60-63 °© C), se

anula por completo la actividad enzimatica.

Tanto por el efecto sobre la acidez, como sobre el volumen
de actividad enzimatica resulta contraproducente el uso del
formaldehido como aditivo antimicrobiano con fines de
preservacion de la leche para uso industrial, ya que en principio
la elevacion de la acidez, origina el rechazo al no cumplir con

las normas industriales de calidad.
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RECOMENDACIONES

Al quedar demostrado que el formaldehido, en
concentraciones de: 0,5 ; 0,25 vy 0,10%, tiene efectos
contraproducentes sobre la acidez de la leche y sobre el
volumen de actividad enzimatica es importante que
conjuntamente con los organismos competentes: Division de
Higiene de Alimentos del Ministerio del Poder Popular para la
Salud, el Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel’ del
gobierno de Venezuela y también en las normativas
internacionales, se promueva una campafia para erradicar el
uso que se pueda estar haciendo del formaldehido como

preservativo en leche.

Aun cuando en Venezuela la reglamentacion vigente
prohibe el uso de peroxido de hidrégeno (H.O,) o agua
oxigenada, cabe destacar que es un sustrato donador de
electrones en la activacion del sistema lactoperoxidasa
(SLPO), el cual es recomendado por el Comité mixto
FAO/OMS para preservar leche en los paises tropicales como
Venezuela donde predominan, entre otras, las siguientes

caracteristicas de los sistemas de produccion de leche:

La leche se produce en granjas dispersas, por lo general en
pequeias cantidades, y es preciso mezclarla y transportarla a

lejanos centro de refrigeracion y procesamiento.
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En muchos casos las vias de comunicacion y medios de
transporte no permiten que la leche llegue a los sitios de
procesamiento o consumo con rapidez (menos de cuatro

horas).

La temperatura ambiental asciende tanto en algunas épocas
del afo, que facilitan el rapido desarrollo de gérmenes y con
ello la alteracion de la leche, sin que existan medios de

refrigeracion adecuados.
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EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO DEL PROCESO
INFLAMATORIO DE LA UBRE (MASTITIS) DE CABRAS Y
VACAS POR EFECTO DEL SISTEMA LACTOPEROXIDASA
(SLPO) EN INFUSION INTRAMAMRIA

117



INTRODUCCION

El sistema lactoperoxidasa (SLPO) es un mecanismo
natural de defensa de la glandula mamaria y es activo en todos
los mamiferos incluyendo el hombre. Ha sido demostrado
como agente bactericida/bacteriostatico frente a
microorganismos patdégenos Gram positivos y Gram negativos

gue producen la mastitis.

Las ventajas de la aplicacion del SLPO resultan evidentes
porque permite una terapia de control de mastitis en cabras
secas y en produccion, mejora la calidad de la leche, aumenta
la produccién de leche por cabra, contribuye a estabilizar los
precios de la leche y ademas incrementa la calidad de los

derivados lacteos.

La mastitis ha sido sefialada como una causa del déficit de
la produccién de leche, ya que es una de las enfermedades
mas costosas en el ganado lechero, costos que por lo general
no son reconocidos, sin embargo son reales y afectan las
ganancias netas del productor. Ademas ésta no so6lo provoca
disminucién del valor nutritivo de la leche, sino que causa
importantes efectos en la salud humana como la transmision
de microorganismos patdégenos que pueden provocar

enfermedades en el hombre.
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Se ha demostrado que el sistema lactoperoxidasa no
representa peligro para la salud humana siempre que se use
en concentraciones  establecidas en las  normas
internacionales. Por lo tanto, este trabajo de investigacion tuvo
como fin evaluar el comportamiento del proceso inflamatorio de

la ubre de cabras por activacion del sistema lactoperoxidasa

ASPECTOS TEORICOS

La enzima lactoperoxidasa

La lactoperoxidasa es una de las principales enzimas
proteicas de la leche encontrdndose en concentraciones
medias de 30mg/L, muy superiores a las necesidades
biolégicas requeridas para una Optima reaccion enziméatica.
(Bjorck et al., 1975, Asi mismo, pertenece al grupo de las
oxidorreductasas, y es responsable de la fase bactericida y
bacteriostatica durante las primeras horas que se siguen al
ordefio (Bracho, 2004).

El Tiocianato

El tiocianato es un ion ampliamente distribuido en todos los
fluidos biologicos de los mamiferos como resultado del
metabolismo hepéatico de los glucésidos y aminoacidos
azufrados, reportandose gran variabilidad en la leche, en
dependencia de la dieta, factores fisioldégicos y raciales
(Bracho, 1994).
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El tiocianato de sodio es un componente natural de la leche
cuya funcion es la de actuar como inductores de la actividad
enzimatica y al producir iones de tiocianato reaccionan con
componentes especificos de la pared celular de los
microorganismos, produciendo una accién bactericida o

bacteriostatica en la leche recién ordefiada.

El Peroxido de hidréogeno

El peréxido de hidrégeno (H»0;) es un agente oxidante con
efecto bactericida contra E. coli a concentraciones de 10 — 20
mM. En cambio, sélo se necesitan concentraciones de 0.01 —
0.02 mM para catalizar la oxidacion del ion tiocianato, bromuro
o ioduro por el sistema lactoperoxidasa (Reiter, 1984).
Asimismo este autor cita que la leche no contiene peréxido de
hidrégeno, ya que las cantidades del orden de nano moles
generadas por los leucocitos polimorfonucleares y difundidas a
la leche son rapidamente inactivadas por accién de la catalasa

y peroxidasa.

La adicion de concentraciones de tiocianato y peroxido de
hidrogeno en proporcion con la enzima lactoperoxidasa
existente en la leche cruda de cabras, produce un retardo en la
acidificacion y la inhibicion de microorganismos, por lo tanto,
mejorando el manejo de leche de cabra a temperatura
ambiente (Bracho, 2004).
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El Sistema Lactoperoxidasa (SLPO)

El sistema lactoperoxidasa se encuentra de forma natural
en la leche de todos los mamiferos, como parte de los
mecanismos intrinsecos para la conservacion y proteccion de
las crias asi como en otros fluidos biolégicos como la sangre,
saliva, jugo gastrico, linfa y orina. (Bracho, 2004). En la leche la
concentracion o volumen de actividad enzimatica registra
variaciones por lactancia o partos, periodo de lactancia, en el

calostro y por la dieta (Bracho, 1994).

El sistema Lactoperoxidasa (SLPO) est4d compuesto por la
enzima lactoperoxidasa en concentraciones de 30 g/ mol de
leche, tiocianato de 0.02 — 0.025 mg/l y peroxido de hidrégeno
0.4 nM, cuyas fuentes en la leche puede ser por via enzimética
mediante el sistema glucosa/ glucosa oxidasa, por accion
microbiana de Lactobacilos en el abomaso y por adiccién
directa (Mullan et al., 1980). El peréxido de hidrégeno puede
ser adicionado en diferentes concentraciones, seleccionando la
de mejor efectividad y en cuanto al volumen de actividad
enziméatica (Bracho, 1994; FAO-OMS, 2005)

Aplicaciones tecnoldgicas
El efecto antimicrobiano ha sido ampliamente demostrado y
el SLPO se ha comprobado como un agente bactericida/

bacteriostatico frente a diferentes grupos de microorganismos
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como bacterias patégenas y esporulados, virus, micoplasmas,
levaduras, hongos, parasitos (Jacob et al.,, 2000; Ragurtol y
Torres 2012; CIEPE-INN-Venezuela 2014). Esto r concuerda
con lo reportado por Marshall et al. (1986), cuyos experimentos
mostraron que las secreciones de las glandulas mamarias
recogidas 14 dias antes y 7 dias después del secado, asi como
tras el parto, inhibian el crecimiento de Streptococcus uberis.
Sin embargo, las secreciones recogidas 21 dias después del
secado no eran inhibitorias frente a este microorganismo.
Parece que el sistema lactoperoxidasa juega un papel, en vivo,
a la hora de proteger la glandula mamaria lactante de la
infeccion por Streptococcus uberis, volviéndose ineficaz
cuando ésta involuciona. El sistema lactoperoxidasa se ha
mostrado efectivo contra Streptococcus agalactiae, patdgeno
gue produce mastitis (Mickelson, 1976; Meneses 2009).

Los microorganismos Gram negativos y catalasa positiva
mueren en presencia del sistema lactoperoxidasa, si el
peroxido de hidrébgeno se suministra quimica o0
enzimaticamente. Esta accion bactericida depende del pH del
medio, del tiempo de incubacion y de la temperatura (Bjorck et
al., 1975).

Se ha establecido que la lactoperoxidasa y los sustratos

activadores no representan peligro para la salud humana
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siempre que se use en concentraciones establecidas en las

normas internacionales (Kamau y Pruitt, 1991).

El SLPO es promocionado por la FAO como medio efectivo
de extension de la vida de almacenamiento de la leche cruda
en los paises en vias de desarrollo, donde razones técnicas,
econOmicas y/o practicas no permiten el uso de facilidades de
enfriamiento para el mantenimiento de la calidad de la leche
cruda. El uso del sistema lactoperoxidasa en areas en las
cuales falta actualmente una adecuada infraestructura para la
recoleccion de leche liquida, aseguraria la produccion de leche
como un producto alimentario completo y saludable, que de
otra manera hubiera sido virtualmente imposible (Zapico, 1993;
Bracho, 2004; FAO y OMS, 2005).

Caracteristicas de la mastitis en vacas y cabras

La mastitis es la inflamacion de la glandula mamaria,
caracterizada por cambios fisicos y quimicos de la leche y por
alteraciones patologicas del epitelio glandular. Es el resultado
de la interaccion de varios factores tales como: manejo e
higiene de los animales durante el ordefio, susceptibilidad,
caracteristicas ambientales, asociados a la presencia de

microorganismos (Castro et al., 2006; Bedolla et al., 2012).
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Es una enfermedad infecciosa contagiosa causada por
agentes bacterianos diversos, virus y hongos que inflaman la
ubre y ocasionan hinchazén, calor, dolor y congestion del tejido
mamario, ademas se acompafa de alteracion en la cantidad,
textura y composicion de la leche y apareciendo elementos
extrafios tales como: sangre y pus que originan cambios en el
color y produccién de la misma. (Philpot, 1999). Mas del 95 %
de los cuadros de mastitis clinica y subclinica son causados
s6lo por un pequefio grupo de bacterias contagiosas, entre
ellas Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,

Streptococcus disgalactiae y Streptococcus uberis.

Sanchez et al. (1999); Bedolla, (2016); Jiménez, et al.,
(2016) mencionan que la falta de adiestramiento de los
ordefiadores incide en la presentacion de la enfermedad,;
ademas citan que el orden del ordefio no se puede realizar
como en la vaca, ya que su ejecucién presenta dificultades
debido a que la mayoria de los animales se encuentran en el

mismo lote.

La mastitis es ocasionada por organismos microscopicos
que penetran la ubre a través del orificio del pezon. La
penetracion puede ocurrir por multiplicacion, movimiento
mecanico, propulsion durante el ordefio o por una combinacion

de factores (Pinzén, 1989; Pyorala 2011). Asi mismo, ha sido

124



seflalada como una causa de la deficiencia de la produccion de
leche y también una de las mas subestimadas. Es una de las
enfermedades mas costosas en el ganado lechero, por las
pérdidas que por lo general no son reconocidas; sin embargo,
son reales y afectan las ganancias netas del productor (Avila et
al., 1993; Basicos Lecheros 2014).

La mastitis es el problema fundamental de la industria lactea
en el mundo, debido a los cambios que provoca en el valor
nutritivo de la leche y sus derivados por disminucion del
contenido en lactosa, caseina, grasa y, ademas un aumento de
elementos no deseables como lipasa, cloruros, con la
consiguiente afectacion en el proceso de elaboracién de
derivados lacteos, lo que se traduce en mermas en la
produccion y calidad de la leche y sus derivados Zecconi,
(2000); Cruz, (2015) y Peiia, (2016).

La mastitis no solo provoca disminucion del valor nutritivo
de la leche, pues la enfermedad posee importantes efectos en
la salud humana, como: transmisiébn de microorganismos
patdgenos que pueden provocar enfermedades en el hombre:
endocarditis, meningoencefalitis, enteritis y artritis asi como los
riesgos relacionados con la presencia de antimicrobianos en la
leche, que pueden ocasionar reacciones alérgicas y resistencia

a las drogas utilizadas. (Calvinho, 1992; Escobar, 2010).
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La mastitis es una de las enfermedades de mayor impacto
econdmico para la actividad lechera, especialmente la
subclinica, que transcurre desapercibida en la mayoria de los
casos, por lo menos un 70 % de las pérdidas econémicas se
expresan en mermas en producciéon de leche y eliminacion de

la leche procedente de animales enfermos.

La mastitis subclinica es dificil de detectar, dado que la
enfermedad transcurre sin provocar una inflamacién glandular
visible, ni cambios organolépticos de la leche, pero si afecta su
calidad fisicoquimica. Para la confirmacién del diagnostico se
requieren andlisis de laboratorio y de calidad de la leche que
detecten la presencia de microorganismos causantes o el
recuento de células somaticas en el fluido lacteo (Philpot,
1999).

Método de diagndéstico de la mastitis:

La reaccion inflamatoria dentro de la glandula se descubre
solamente por medio de pruebas como California Mastitis Test
(CMT), la de Wisconsin y los contadores celulares electronicos,
los cuales se emplean a intervalos para determinar los

recuentos celulares somaticos de la leche (Merck, 2000).
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El CMT es una prueba de campo econdmica, sencilla y
rapida, que detecta con buena sensibilidad y especificidad el
estado de salud de la ubre, mediante una estimacién gruesa el
contenido de células somaticas. En Venezuela, la prueba ha
sido evaluada y ampliamente recomendada como una
herramienta Util en los programas de control y vigilancia de
mastitis, especialmente cuando se aplica y registra cada mes.
Su principal desventaja es subjetividad implicada en la lectura

de los resultados (Scaramelli y Gonzéalez, 2005).

El método CMT en leche de cabra, en general de ubres no
infectadas rendiran una reaccion 0, trazas o una cruz; mientras
que la reaccién 2 o 3 cruces son representativas de mastitis.
Los valores estan relacionados ampliamente con el nUmero de
células somaticas en la leche tendiendo a incrementarse
durante el ordefio y permanecer alto poco tiempo después.
Para confiar en esos resultados (CMT cabras) deberia ser
realizada justo antes del ordefio después del descarte de los

dos primeros chorros (Harris, 1993; Escobar 2010).

El uso del CMT en el rebafio entero a intervalos mensuales
puede ser muy Uutil en la deteccién de mastitis subclinica. Las
infecciones por cuartos individuales y totales pueden ser
determinadas y con los registros, vigilar la prevalencia. Esta
prueba rinde la informacion que puede ayudar para la

determinacién de procedimientos o de la funcién del equipo de
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ordefio defectuoso, la eficacia del sellado del pezon y de los

programas de secado de vacas (Rice, 1999).
Interpretacion de la prueba California Mastitis Test (CMT):

Contreras (1992) cita que una vez que se aplica esta
prueba, los resultados se pueden interpretar de la siguiente

manera:

Negativo: la muestra se conserva liquida, pero sin indicio de
formacion de precipitado alguno. Rango es de: 0 — 200.000

Leucocitos/m.; 0 — 25% de polimorfonucleares.

Trazas: se forma un leve precipitado. La reaccion tiende a
desaparecer al movimiento del liquido. Rango es de: 150.000 —

500.000 Leucocitos/m.; 30 — 10% de polimorfonucleares.

+ Débil: se forma en precipitado definido sin tendencia a
formacién de gel al continuar moviendo la paleta, el precipitado
puede desaparecer. Rango es de: 400.00 — 1.500.000

Leucocitos/m.; 40 — 60% de polimorfonucleares.

Claramente ++: la mezcla se espesa inmediatamente con
algun asomo de formacién de gel. A medida que se hace girar
la mezcla, el gel tiende a desaparecer hacia el centro dejando
descubierto el fondo del borde exterior de taza. Cuando cesa el

movimiento, la mezcla se nivela y cubre el fondo de la taza.
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Rango es de: 800.000 — 5.000.000 Leucocitos/m.; 60 — 70% de

polimorfonucleares.

Fuertemente +++: se forma un gel que hace que la superficie
se ponga convexa. La viscosidad es bastante evidente y la
masa se adhiere al fondo de la taza. Rango es méas de
5.000.000 Leucocitos/m.

El nimero de células somaticas en la leche, indicativo de
respuesta inflamatoria, se encuentra elevado al igual que el
namero de bacterias, lo que va acompafiado de una
disminucién del nivel de produccion de secrecion lactea, asi

como la alteracion de la composicion de dicho producto.

Una explotacién con un bajo Contaje de Células Somaticas
(CCS) es una explotacion libre de problemas, ya que en
muchas ocasiones la leche procedente de las mastitis clinicas
no va a tanque. Por esta razon ademas del CCS como
indicador de los procesos subclinicos, hay que realizar un
seguimiento de los procesos clinicos, anotandolos vy
diagnosticandolos. Por ejemplo, una explotacion con un CCS
medio de 300.000 leucocitos/m. Pudiera tener un grave
problema de mastitis gangrenosa por Staphylococcus aureus
(Aparicio y Pérez, 2001).
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Tratamientos de la mastitis:

El tratamiento quimico terapéutico se recomienda usarlo en
casos de mastitis clinica sobreaguda, aguda o subaguda, y en
los casos recientes o cronicos. El farmaco ideal para el
tratamiento de la mastitis subclinica debera tener un espectro
apropiado, alcanzar concentraciones antimicrobianas sin
afectar otros sistemas, ser altamente liposoluble y unirse poco
a proteinas plasmaticas. La terapia con antibidticos se basa
principalmente en el uso de antibidticos B — lactamicos como la

penicilina y las cefalosporinas (Castro et al., 2006).

La influencia de la mastitis sobre la composicién de la leche
sugiere medidas preventivas. La produccién de leche de alta
calidad y de un alto patrén de higiene depende de un sistema
de manejo donde la calidad es producto de la seguridad del

mismo (Heeschen, 1995).

Una rutina higiénica simple y efectiva, de por si, influye
positivamente en la calidad microbiolégica de la leche cruda.
La ordenadora es una gran fuente de contaminacion, mientras
que con el ordefio manual se obtiene a menudo un producto de
un nivel microbiolégico superior, siempre que el animal y el
ordefiador estén sanos. El area de ordefio tiene que estar en lo
posible libre de excrementos. Se recomienda el lavado de la
ubre y el secado con una toalla de papel (Prinsloo et al., 1999).
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El impacto econdmico de la mastitis incluye pérdidas en
produccion de leche, alteracion funcional de la ubre, costos en
terapia y posible muerte de la hembra; ademas, de su
significacién desde el punto de vista de salud publica, sobre
todo en aquellos paises donde se consume leche no
pasteurizada, por poseer  ciertos microorganismos
potencialmente dafinos al humano (Stehling et al., 1986;
Kundel et al., 1987; Parker, 1988; Harris, 1993).

Esta comprobado tanto en vacas como en cabras, que la
presentacion subclinica de la enfermedad, produce el 80% de
las pérdidas econodmicas, (Dobbins, 1977; Haelein, 1987) y de
estas el 70% obedece a una reduccién con la produccion de
leche (Kobayashi, 1978; Blosser, 1979; Kirk, 1981; Vihan y
Sahani, 1987; Haelein, 1987).

En el diagndstico de mastitis subclinica se presenta serias
dificultades, cuando se compara con la forma clinicas (Smith y
Roguiky, 1977; Vihan y Sahani, 1987), ello ha creado la
necesidad de utilizar algunas pruebas indirectas capaces de
detectar cambios inflamatorios de la ubre, alteraciones en la
composicion de la leche tales como pruebas de pH, California,

Mastitis Test (CMT) Wisconsin mastitis test, contaje de células
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somaticas, método eléctrico y el método directo (bacterioldgico)
(Zemelman et al., 1966, Gebre-Eigziabher, et al., 1979.

Para el diagnostico de mastitis subclinica, no obstante, se
ha basado en el aislamiento de microorganismos en la leche,
sin embargo éste método requiere personal entrenado, tiempo

y dinero (Lerondelle y Poutrel, 1983; Maisi y Ripian, 1988).

East et al., (1987), citan una prevalencia de infeccion
intramamaria por rebafio entre 8.3% a 54% donde la mas baja
prevalencia de 8% a 20% corresponden a un rebafio ordefiado
a maquina y otro manual, pero con buenas practicas sanitarias,
mientras que en los rebafos con ordefio manual y ninguna
practica sanitaria la prevalencia de infeccién intramamaria
oscilé entre 30% a 54,5% vy las bacterias aisladas con mayor
prevalencia fueron Staphylococcus coagulasa — negativos.
Ademas Staphylococcus aureus estuvo presente en 10 de 16
de rebafios y los Estreptococos dysgalactie, uberis,

zooepidemicus en 1% de las muestras.

Segun Poutrel (1984) se clasifica los Staphylococcus
coagulasa negativos aislados por especies, sin embargo
aproximadamente un 10% de las cepas no pudieron ser
identificadas aplicando una simple técnica y Staphylococcus
epidermidis es la Unica especie considerada por otros estudios
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(Mellengerger, 1979; Pettersen, 1981), encontrandose en un
50% de todo los Staphylococcus caprae una nueva especie

descrita recientemente.

Una posible explicacion de los variados reportes en cuanto
a las patogenicidad de Staphylococcus coagulasa negativa, es
debida a que este grupo de bacterias, actualmente contiene
muchas especies, algunos de los cuales pueden ser mas
patdgenos que otros y en este grupo esta Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus hilvicus, Staphylococcus simulan

y Staphylococcus caprae (Lerondelle y Poutrel, 1984).

El Staphylococcus aureus se describe como una especie de
cocos Gram positivos, aerobios o anaerobios facultativos que
fermentan la glucosa con produccion de gas. Las
caracteristicas comunes que han permitido el aislamiento de
Staphylococcus de otros géneros son: la capacidad de crecer
en presencia de concentraciones especificas de agentes
selectivos téxicos, la apariencia de las colonias en el medio

selectivo y la capacidad de producir acido a partir del manitol.

Las caracteristicas que han permitido diferenciar
Staphylococcus aureus  de otras especies del género
Staphylococcus son: su habilidad de hidrolizar la yema de

huevo, la produccidon de una termonucleasa que hidroliza el
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ADN, produccion de hemolisina gelatinosa y una coagulasa,
asi como también , la presencia de acido tectonico A en la
pared celular. Segun Valle, et al., (1990), el Staphylococcus
aureus se encuentra principalmente en piel y mucosas del
hombre y de los animales. Pueden producir coagulasa e
inclusive provocar intoxicaciones debido a que produce una

enterotoxina termoestable.

Es potencialmente patéogeno y produce gran variedad de
infecciones e intoxicaciones alimentarias cuando aumenta la
contaminacion de alimentos destinados al consumo humano.
La presencia del Staphylococcus spp es un riesgo potencial
para la salud humana, debido a que la enterotoxina

estafilocdcica es causante de intoxicaciones alimentarias.

El tratamiento de las infecciones subclinicas puede hacerse
durante la lactancia, su realizacién en el momento del secado
es mas ventajoso porque se puede usar una dosis mas alta de
antibioéticos con una mayor margen de seguridad, la droga es
retenida en la ubre durante un periodo mas largo, la tasa de
curacion es mayor y el riesgo de contaminar la leche con
residuos antibiéticos es menor. La terapia vaca seca es una
parte integral de los programas de control de mastitis desde
hace 30 anos (Tarabla et al., 1999).
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La espiramicina logra una buena distribucién en la
glandula, ya sea administrada por via intramamaria o
parenteral, mientras que la neomicina es el antibiético mas
utilizado en combinaciones de drogas debido a su amplio
espectro antibacteriano. Ambas drogas tiene una alta afinidad
por las proteinas del tejido mamario y una baja tasa de
absorcién, lo que explica en parte su permanencia

relativamente prolongada en la glandula (Tarabla et al., 1999).

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion geografica del area de estudio

Las muestras utilizadas para el estudio fueron tomadas en
unidades de produccidon semi intensiva, municipio Colina del
estado Falcon. Latitud: 11.3987°. Longitud: 69.6147°. Altitud:

30 msnm.

Caracteristicas Agroecoldgicas

El area de estudio esta ubicada en la Zona de Vida Bosque
muy Seco Tropical, con caracteristicas que lo ubican en la
provincia humedad semiarida, con las siguientes
caracteristicas climaticas: promedios anuales de precipitacion
entre 500 y 1000 mm, con promedios de precipitacion muy
altos que exceden a la precipitaciéon. Las lluvias en esta

provincia ocurren en forma de fuertes aguaceros que
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contribuyen a la erosion muy extendida. En relacion a la
vegetacion de esta zona de vida consiste en un bosque de dos
estratos con alturas entre 8 y 18 metros, cuyos representantes
estan compuestos principalmente por los siguientes géneros:
Capparis, Bulnesia sp (vera), Platymiscioum, Phitecelobium,
Tabebuia, y entre arboles se encuentran dispersos Cactaceas
columnares y arbustos menores como Jatropha (picapica),

Lonchocarpus y acacias (Ewel y Madriz, 1968).

Segun COPLANARH (1975), esta unidad de tierras (H-122),
corresponde a la planicie del Rio Coro, con relieves planos
(entre 0-1%), pertenecientes originalmente a la geomorfologia
de la planicie de desborde de Rio Seco del pleistoceno
superior. El uso actual de la tierra es con cultivos horticola y
frutales bajo riego, permaneciendo gran parte de la vegetacion
natural xerofitica ociosa, se aprovecha para la explotacion
caprina extensiva y no controlada. Los suelos pertenecen al
grupo de Carborthids medios, profundos de texturas medias,
bajo contenido de materia organica y moderadamente

alcalinos.

Poblacién y muestra

En esta investigacion se evalué un rebafio de cabras, sin
patrén racial definido en produccion en una explotacién semi-
intensiva, ubicada en el municipio Colina del estado Falcon. Se

seleccionaron 41cabras; con periodos de lactancia entre 3y 6
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meses, en donde se realiza un ordefio manual/dia,
alimentandose a pastoreo ademas de alimento concentrado; en
dicha unidad de produccion no se aplica ningun tipo de practica
higiénico- sanitario, antes, durante o después del ordefio.

Anélisis Estadistico

Se procedié a la utilizacibn de meétodos estadisticos no
paramétricos, ya que los datos solo se pueden clasificar en
categoria de escala nominal (casos). Estas pruebas no
paramétricas son aquellas cuyo modelo no especifica las
condiciones de los parametros de la poblacion de la cual se
obtuvo la muestra, es decir es imposible especificar la forma de

la distribucién poblacional (Bravo, 1992).

Se utilizé el paquete estadistico “INFOSTAB” de Windows,
para realizar las pruebas correspondientes con la Prueba de
Wilcoxon (muestras pareadas) a fin de establecer variacién de
los signos y sintomas del proceso inflamatorio de la ubre.

Fase de campo

Recoleccion de muestra

Se tomaron muestras de leche para cultivo bacteriolégico
provenientes cabras que resultaron positivo a dos y tres cruces
al CMT al recolectar la leche en el ordefio de la mafana como
lo describe Wolter et al. (2003), efectuandose lavado de los

pezones con agua de chorro luego se procedid a la
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desinfeccién con alcohol al 70% y previa eliminacion de los
primeros chorros de leche. Posteriormente se recolectaron las
muestras de leche de cada mitad de la ubre en recipientes para
muestras de orina debidamente identificados con el numero del
animal y la mitad de ubre respectiva derecha e izquierda. Las
muestras fueron refrigeradas y transportadas inmediatamente

al laboratorio.

Prueba California de Mastitis (CMT)

Esta prueba se realizé antes del ordefio de la mafana, en
donde se tomaron muestras de leche por pezones individuales
siguiendo el procedimiento sefialado por Martinez (2004). Se
utilizé una paleta plastica especifica para la prueba y el
reactivo (alkilaril sulfonato de sodio y un indicador de pH, el
purpura de bromocresol) identificando los medios de la ubre
como derecho e izquierdo; descartando los primeros chorros
de leche depositando cierta cantidad en la paleta y colocando
la misma en posicibn casi vertical para enrasar dejando
aproximadamente 2 cc de leche y luego afiadiendo 2cc de
reactivo diluido 1:7 en cada compartimiento. Luego se procedio
a dar movimientos circulares cortos y realizar la lectura e
interpretarla segun la Tabla 1 establecida por Wolter et al.
(2003).
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Tabla 1. Interpretacién de la prueba del california mastitis
test (CMT)

CMT TIPO DE REACCION
Negativo Mezcla permanece liquida
Trazas Ligeramente viscosa

1+ Mezcla viscosa

2+ Viscosidad franca

3+ Gel adherido al fondo

Fuente: Wolter et al. (2003).

Fase de laboratorio

El procesamiento de las muestras para cultivo
bacteriolégico se llevd a cabo en el Laboratorio Clinico
Bacteriologico MICBIOLAB, y la activaciéon del Sistema
Lactoperoxidasa (SLPO) se realiz6 en el Laboratorio de
Tecnologia de los Alimentos del CITEC- UNEFM.
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Diagnostico bacteriolégico

El procedimiento de siembra se realizd siguiendo los
criterios propuestos por Brown et al. (1969), I.D.F. (1981),
Poutrel y Reinard, (1981) en donde se utilizé un asa de platino
calibrada, que permitié6 tomar un volumen aproximado de la
muestra de 0,01 ml; el cual se inoculé por agotamiento sobre
placas de Petri contentivas de los medios de cultivo agar

McConkey, agar Manitol, agar sangre y agar Levine.

Luego fueron sometidos a incubacion a 37°C, en atmosfera
de CO; por un periodo de 24 a 48 horas, transcurrido el tiempo
se procedi6 a verificar el crecimiento bacteriano y
caracterizando microscopicamente las colonias presentes y
proceder a la identificacion inicial de los microorganismos
aplicando los siguientes criterios: Caracteristicas de la colonia.
Caracteristicas morfolégicas y tintoriales observadas al
examen microscopico mediante frotis coloreados por la técnica
de Gram. Prueba de oxidasa. Prueba de catalasa, obtenida al
colocar una pequefia porcion de colonia frente a una gota de
peréxido de hidrogeno al 3% (Brown et al., 1969; I.D.F., 1981).
Luego de este procedimiento se efectuaron pruebas
bioquimicas con la finalidad de identificar género de
microorganismos. Utilizando técnicas descritas (Bjorck et al.,
1975; 1.D.F. 1981; Adegoke y Oyo, 1982).

140



Identificacion del Género Staphylococcus: Prueba de
coagulasa en tubo

Identificacion del Género Enterobacter: Citrato de Simmons,
Triple Sugar Iron TSI, motilidad.

Identificacion del Género Escherichia: Triple Sugar Iron (TSI)

Identificacion del Género Bacillus: morfologia, técnica de Gram.

Proceso de activacion del sistema LPO

El control de factores se realizd en la leche de cabras y de
vacas negativa a mastitis, para luego realizar el proceso de
activacion del sistema lactoperoxidasa (SLPO):

Determinacién de la acidez titulable (COVENIN No. 658-97)

Determinacion de pH: Método Instrumental.

Determinacion Cualitativa de lactoperoxidasa: Método de
Arnold

= Se usa una solucién de guayacol al 10% en acetona
(preparada 2 — 3 dias antes de su empleo).

= Se coloca con una pipeta 10 ml de la muestra preparada
en un tubo de ensayo.

= Se adicionan 2 — 3 gotas de solucion de H,0, al 3%.

= Se colocan 8 gotas de solucién de guayacol al 10 % por
las paredes.
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» La formaciéon de una banda color rojizo en la zona de
contacto es el indicativo de la presencia de peroxidasa.

Determinacién cuantitativa de la enzima LPO

Se uso el método de Pltter (1974), en el cual se utiliza un
Buffer fosfato (0,1 m; pH 7) compuesto de fosfato de potasio
monobasico (HM,;PO,) y dibasico (K;HPO4H,O) ademas
solucion de guayacol (20.1 mM) y solucion de peroxido de
hidroégeno (12.3 mM).

Se introduce en una cubeta 3 ml de Buffer fosfato (0,1 m);
0,05 ml de solucion de guayacol (0.3 mM), 0.10 ml de muestra
de leche y 0.03 ml de solucién de peroxido de hidrégeno (0,1
mM).

Se agita y se deja reaccionar dos (02) minutos a 25 ° C
(Linden et al., 1982). Se realiza la lectura de la extincion de la

solucion en el espectrofotémetro a 436 nm de longitud de onda.

Formula para la determinacién del volumen de actividad de
la LPO:

Vol. Actividad =V / ml. x AE x 1000

ExdATx0,1

V= Volumen de solucion en la celda del espectronic.
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AE= Cambio de densidad 6ptica medido (Absorbancia).

E= Coeficiente de extincion de Guayacol (435nm= 639
Cm2/pmol).

d= distancia de 1 cm. (paso de luz en la cubeta).

AT= Tiempo requerido para la reaccion (2 minutos).

0,1= Coeficiente de incremento de extincion.

1000= Conversidn a litro.

El resultado se expresa en unidades enzimaticas por ml de
leche (U/ml).

Determinacién de tiocianato en leche:

10 ml de leche
10 ml de &cido tricloroacético al 20 %

La mezcla se centrifuga a 3000 r.p.m. durante 10
minutos.

Filtrar el supernadante en papel filtro Whatman No. 2.

Un milimetro de filtrado se adiciona a 5 ml de reactivo
sorbo (10 gr. de Fe (NO3)3.9H,0 disueltos en 200 ml de
HNO3 y se lleva a un litro de agua destilada, se deja la
mezcla en reposo por 4 minutos y se mide la
absorbancia a 460nm.

La curva de calibraciéon es hecha con una soluciéon de
tiocianato estandarizado.
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Activacion del sistema lactoperoxidasa (SLPO) en leche

La activacion del sistema LPO se hizo en muestras de leche
de cabra y de vaca negativa a mastitis, éstas se tomaron en
condiciones asépticas a fin de aplicar la infusion intramamaria
del sistema LPO a las cabras y vacas a tratar. Se usaron
envases de vidrio estériles para activar el sistema LPO. Se usoé
0.06% de H,0,, (Bracho, 2004), 15 y 30 ppm de tiocianato de
potasio (I.D.F, 1988), éstas se adicionaron en 150 ml de leche
fresca con una acidez de 17 ml NaOH 0.1 N/10 en ml de
muestra y con pH de 6,8. Para las dos concentraciones de
tiocianato se adicionaron 3 ml de peréxido de hidrégeno
(H20,), para la de 15 ppm, se adicion6 0.00225 gr. de
tiocianato de potasio y para la de 30 ppm se le agreg6 0.0045
de tiocianato de potasio.

Aplicacién de lainfusion intramamaria en cabras y vacas.

Se realiz6 una sola aplicacion de la infusion intramamaria a
36 mitades de ubre en el caso de cabras, asi como, en cuartos
de la ubre de vacas, después del ordefio de la mafiana,
pertenecientes a cabras y vacas que resultaron positivos, a la
prueba CMT con dos y tres cruces. A los animales con mitades
o cuartos de ubre positivas con dos cruces a la prueba CMT se
les aplic6 una concentracion de peroxido de hidrogeno de
0,06% y una de 15 ppm de tiocianato de potasio, y para las

mitades de ubre con tres cruces se utilizd una concentracion de
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peréxido de hidrégeno de 0,06% y una de 30 ppm de tiocianato
de potasio (Bracho, 2004). Para la aplicacion de la infusion se
utilizaron sondas intramamarias estériles numero 16 con
inyectadoras desechables de 10 ml (dosis Unica), por cada
mitad o cuarto de ubre diagnosticado con mastitis sub — clinica;
luego de aplicada la terapia quimica se realizé un masaje al

pezon de abajo hacia arriba para distribuir mejor la infusion.

Evaluacion post aplicacién de la infusion intramamaria en
cabras y vacas

Siete dias después de la aplicacion de la infusion
intramamaria del sistema LPO, se evalu6 el grado de
inflamacion de las ubres de cabras y vacas, a través de la
prueba de CMT vy cultivo bacteriolégico, para verificar la
evolucion de la enfermedad posterior a la aplicaciéon de la
infusion intramamaria del sistema lactoperoxidasa activado en

leche negativa a mastitis..

Con el paquete estadistico “INFOSTAB” de Windows, se
realizd la Prueba de Wilcoxon (muestras pareadas) a fin de
establecer variacién de los signos y sintomas del proceso
inflamatorio de la ubre; interpretandose asi: P: <0.05 hay

diferencia significativa. P: >0.05 no hay diferencia significativa
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RESULTADOS

Comportamiento de la mastitis en cabras.

Después de haber realizado la prueba de CMT a 41 cabras
en produccion, como lo indica la Tabla 2, se encontr6 que
tenian los siguientes grados de infeccion: a 3+ el 40.24%, a 2 +
el 32.93,yal + 12.2% y con posible infeccion (trazas) 4.8%,
mientras que las cabras que aparecieron negativas fueron
9.75%.

Tabla 2. Resultados porcentuales de la prueba California
Mastitis Test (CMT) realizado en cabras en produccion de
leche.

Grado Mitades Porcentaje
Infeccion ubres de Infeccion
3+ 33 40.24

2+ 27 32.93

1+ 10 12.2

Trazas 4 4.88
Negativo 8 9.75

Total 82 100

Fuente: Bracho, 1994.
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Los resultados del control de factores de las propiedades
fisico-quimicas de la leche cruda de cabra sin activar el
sistema lactoperoxidasa (SLPO) (Tabla 4) fueron: pH
6,8Meq/L, Temperatura 20°C, Densidad 1.032g/L Acidez 17ml
Na OH 0.1 N/10, Peroxidasa Cualitativa Positivo, Tocianato
1.023mg/L, Peroxidasa Cuantitativa 2.086p/L. En la leche
activada con el SLPO fueron: pH 6,8Meq/L, Temperatura 20°C,
Densidad 1.032g/L, Acidez 17ml Na OH 0.1 N/10, Peroxidasa
Cualitativa Positivo, Tocianato 1.048mg/L, Peroxidasa
Cuantitativa 2.086/L y en la leche activada con el SLPO en el
campo fueron: Acidez 17ml Na OH 0.1 N/10, Peroxidasa

Cualitativa Positivo.

Tabla 4. Control de factores fisicos-quimicos de la leche
cruda de cabra que guardan relacién con el Sistema
lactoperoxidasay su activacion.

Parametros Leche cruda sin Leche Con Leche con SLPO
activar SLPO activaciéon SLPO activado en
campo.
pH 6,8Meq/L
Temperatura 20°C 20°C
Densidad 1.032g/L 1.032g/L
Acidez 17mINaOHO0.1N/10 17mINaOHO0.1IN/10 17mINaOH0.1N/10
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Peroxidasa Positivo Positivo Positivo

Cualitativa
Tiocianato 1.023mg/L 1.048mg/L
Peroxidasa 2.086p/L 2.086 p/L

Cuantitativa

Fuente. Bracho, 1994.

Al revisar los resultados del analisis bacteriolégico (Tabla 5)
se encontré que los géneros de bacterias presentes en la
muestra de leche por mitad de ubres derecha, son: Bacillus y
Staphylococcus, ambas con un porcentaje de infeccion de
40%, Escherichia en 20% y Enterobacter 0%. En las mitades
de ubre izquierda se consiguid la presencia del género
Enterobacter en un 40%, Staphylococcus, Bacillus y
Escherichia en un 20% respectivamente. En la ubre con
ambas mitades, los resultados para Bacillus y Staphylococcus
fueron del 30% y para Escherichia y Enterobacter del 20%

respectivamente.

Tabla 5. Resultados del cultivo bacteriolégico realizado a
un rebafio de cabras en produccion de leche positivas a
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mastitis subclinica mediante la prueba de California
Mastitis Test (CMT) en mitades de la ubre.

Género Derecho Izquierdo Promedios
Bacillus spp 40% 20% 30%
Staphylococcus 40% 20% 30%
Enterobacter 0% 40% 20%
Escherichia 20% 20% 20%

Total 100% 100% 100%

Fuente: Bracho, 2004.

En la poblacion de cabras no tratadas con el Sistema
lactoperoxidasa (Tabla 6) se encontré que para la fecha del
10/09/08 trece mitades de ubre eran positivas a 2+ y once eran
positivas a 3+. Mientras que para la fecha 18/09/08 catorce
mitades de ubre eran positivas a 2+ y diez eran positivas a 3+.
Cuando se aplicéd la prueba de CMT al grupo control de 12
cabras, en fechas consecutivas (Tabla 7) se encontré que
41.7% permanecieron igual a dos cruces, 45.8% igual a tres

cruces y el 12.5% subieron el nivel de infeccion

Tabla 7. Porcentaje de cabras no tratadas con Sistema
lactoperoxidasa (SLPO). Resultados de la Prueba
California Mastitis Test (CMT).

Grado de Mitades Porcentaje Grado de Mitades Porcentaje
Infeccién ubres de Infeccién ubres de
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Infeccién Infeccion

2+ 13 54.2 3+ 14 58.3
3+ 11 45.8 2+ 10 41.7
Total 24 100 Total 24 100

Fuente: Bracho, 2004.

En los resultados de la prueba California Mastitis Test
después de aplicar infusién intramamaria con el Sistema
lactoperoxidasa (SLPO) (Tabla 8), se observa que el
tratamiento uno correspondiente a 30 ppm de tiocianato de
potasio (SCN’), donde se trataron a 22 mitades de ubre, los
resultados fue el siguiente 2 bajaron a 0, es decir mejoraron
totalmente, 1 baj6 a trazas, 1 disminuyé a una cruz, 8 bajaron a
dos cruces, 5 siguieron igual a tres cruces y 5 se secaron. El
tratamiento dos correspondiente a 15 ppm de tiocianato de
potasio (SCN), y donde fueron tratadas 14 mitades de ubre, el

12 permanecieron igual y 2 aumentaron a tres (3) cruces.

El tratamiento uno correspondiente a 30 ppm de tiocianato
de potasio (SCN) (Tabla 9), de 22 ubres, fue como sigue
9.09% bajaron a 0 es decir mejoraron totalmente, 4.55%
bajaron a trazas y 4.45% a una cruz, 36.36% bajaron a dos
cruces, 22.73% siguieron igual a tres cruces y 22.73% se

secaron.
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Tabla 9. Resultados después de la terapia de control con
30 ppm de Tiocinato de Potasio (SCN)

Mitades ubres % Mitades ubres

Bajaron a 0 2 9.09
Bajaron a trazas 1 4.55
Bajaronal + 1 4.55
Bajarona 2 + 8 36.36
Permanecieron a 3 + 5 22.73
Se secaron 5 22.73
Total 22 100,00

Fuente: Bracho, 2004.

El tratamiento dos correspondiente a 15 ppm de tiocianato
de potasio (SCN") (Tabla 10), de 14 mitades de ubre, 85,71 %

permanecieron igual y 14,29 % aumentaron a tres (3) cruces.

Tabla 10: Resultados después de la terapia de control con
15 ppm de Tiocinato de Potasio (SCN).

Mitades ubres % Mitades
ubres
Permanecieron igual 12 85,71
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Aumentaron a 3 + 2 14,29

Fuente: Bracho,
2004.

Con la prueba de Wilcoxon (muestras pareadas), los resultados
fueron los siguientes (Tabla 11) en las mitades de ubre
tratadas con 30 ppm tiocianato de potasio se observaron
diferencias significativas, P: 0.04<0.05 entre los individuos con
grado de infeccion 4. En el tratamiento de 15 ppm de tiocianato
de potasio hubo diferencia significativa de <0,0001< 0.05

Tabla 11:. Resultados de la Prueba de Wilcoxon
(muestras pareadas) para la aplicacién de la terapia con 15
y 30 ppm de Tiocinato de Potasio (SCN)en cabras
positivas a dos y tres cruces de mastitis mediante el
California Mastitis Test (CMT).

CMT SC Mitade SUMA(R E(R+ VAR(R Btp(2cola

N s +) ) +) s)
3 30 22 178.00 126,5 900,63 0,0400
cruce pp 0
S m
2 15 14 0.00 52,50 217.88 <0,0001
cruce pp
S m

Fuente: Bracho, 2004.
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DISCUSION

Control de mastitis subclinica en cabras

De las cabras que participaron de este estudio, el 73.17%
resultaron con mitades de ubre positivas a dos y tres cruces
en la prueba CMT, coincidiendo con lo reportado por Zambrano
y Sanchez, (1998), quienes encontraron una infeccién de dos
rebafios de cabras en produccion de leche, uno con 66.6% y
50.42% de mastitis subclinica detectada a través de la misma

prueba.

Se determind la presencia de los géneros de bacterias
Bacillus (30%), Staphylococcus (30%) Escherichia (20%). y
Enterobacter (20%). Estos resultados fueron comparados con
las bacterias encontradas por Clavijo et al. (2002), en un
estudio realizado en dos fincas caprinas del estado Falcon,
donde reportaron la presencia de dos especies Staphylococcus
(62% y 10 %), Escherichia (10,3%), Enterobacter (6,8%)
ademas de dos especies de Streptococcus (10,3% y 6.8%), y

Mycoplasma sp. (3,4%).

A pesar que en el trabajo de Clavijo et al., 2002, no
establece exactamente el municipio donde se realiz6 el trabajo,
segun los datos de clima corresponde a una region mucho mas
hameda (1528 mm de precipitacion/afio), contra 957 mm del
municipio Colina, de donde se puede inferir que esta diferencia

climatica condicione la presencia de microorganismos en el
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ambiente que puedan infectar las ubres de las cabras en

produccion.

Se establecié que el tratamiento con 30 ppm de Tiocianato
de Potasio aport6 mejores resultados en la reduccién de
niveles de infeccion de las mitades de la ubre de las cabras
con mastitis, lograndose una disminucion del proceso
inflamatorio en las cabras tratadas en un 54.55%; a pesar de
ser esta terapia quimica una prueba piloto en control de

mastitis subclinica en cabras.

Al realizar la prueba aplicando el estadistico de Wilcoxon
(muestras pareadas), en las mitades de ubre tratadas con 30
ppm tiocianato de potasio, se observaron diferencias
significativas P = 0.04<0.05 entre las cabras con diagndstico
de mastitis subclinica grado de infeccion 4. Con el tratamiento
de 15 ppm de tiocianato de potasio hubo diferencia significativa
de <0,0001< 0.05 entre las cabras y algunas agravaron su

condicion al pasar de grado 3 a grado 4.

La terapia con antibidticos se basa principalmente en el uso
de antibidticos B — lactamicos como la penicilina y las
cefalosporinas, tal como lo sefialé Castro et al., (2006), En este
trabajo de investigacion se pone en evidencia una alternativa
importante utilizando el sistema lactoperoxidasa activado para
el control mastitis sub-clinica, disminuyendo el uso de

antibidticos y la oportunidad de disminuir las trazas de los
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antibioticos en la leche, que constituye un problema de salud
publica al ocasionar problemas de resistencia a la

antibioticoterapia en humanos.

Control de mastitis subclinica en vacas

Se formulé la infusion intramamaria activando el sistema
lactoperoxidasa en leche bovina negativa a mastitis, se aplico
tratamiento intramamario en los cuarto de la ubre con dos y
tres cruces positivo a California Mastitis Test y, positivos en el
cultivo bacteriolégico, a fin de evaluar su comportamiento y la

evolucion de la enfermedad.

Las caracteristicas del proceso inflamatorio de la ubre y de
los agentes causales diagnosticados antes de la aplicacion del
tratamiento intramamario con el sistema lactoperoxidasa
activado registraron variaciones al disminuir el proceso
inflamatorio, los microorganismos causantes de la mastitis que
se diagnosticaron en el cultivo bacteriolégico disminuyeron,
luego de aplicar tratamiento con infusion intramamaria del el
sistema LPO activado, a partir de los niveles naturales de
lactoperoxidasa en leche cruda negativa a mastitis con la
adicion de peroxido de hidrégeno y tiocianato de potasio.
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Se demostré la efectividad del tratamiento en un 86,6% de
los animales afectados diagnosticados positivos a dos y tres

cruces del CMT y al cultivo bacteriologico.

Se reportaron valores de concentraciones de
lactoperoxidasa en leche de vacas y cabras, que indican la
cantidad de enzima presente en estas leches recién extraidas y
como se modifican por efecto del pH, acidez, temperatura
ambiente y en condiciones de refrigeracion, a partir de la cual
se activa el sistema LPO, que se usa en los tratamientos de

control de mastitis en vacas.
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CONCLUSIONES

En el diagnéstico del proceso inflamatorio de la ubre
mediante el método indirecto California Mastitis Test (CMT),
realizado a cuarenta y un (41) animales resultaron positivos a
dos y tres cruces sesenta mitades de ubre (73. 17%), a una
cruz diez mitades (12.2%), trazas cuatro mitades (4.88%) y

negativo ocho mitades (9.75%).

Los microorganismos encontrados en el analisis
bacteriologico  previo al tratamiento del  Sistema
Lactoperoxidasa activado fueron los géneros Staphylococcus,

Bacillus, Enterobacter y Escherichia.

Luego de la aplicacion de la infusion intramamaria con el
SLPO activado, en dieciocho (18) cabras, se realiz6 la prueba
de CMT, observandose que el tratamiento que resulté efectivo
fue el de 30 ppm de Tiocianato de Potasio, ya que hubo una
disminucion del proceso inflamatorio de la ubre en el 54. 55%
de las mitades de ubre; 15 ppm de tiocianato de potasio no

hubo mejora en los individuos tratados.

Al realizar la prueba estadistica Wilcoxon (muestras
pareadas) en las mitades de ubre tratadas con 30 ppm

tiocianato de potasio se observaron diferencias significativas, p:
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0.04<0.05 entre En el tratamiento de 15 ppm de tiocianato de

potasio hubo diferencia significativa de <0,0001< 0.05

El Sistema lactoperoxidasa es efectivo en el control de

mastitis subclinica en cabras en concentraciones adecuadas.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar los ensayos con mayor numero de repeticiones,
otras concentraciones de Tiocianato de potasio, para
establecer el efecto sobre esta enfermedad en los

animales tratados.

2. Realizar analisis bacteriolégicos post tratamiento para
identificar con exactitud los géneros de
microorganismos, sobre los que el SLPO ejercen la

accion bactericida y/o bacteriostatica.

3. Seleccionar rebafios de cabras con manejos semi-
intensivo e intensivo en periodo de secado, para
establecer diferencias en cuanto a los resultados,
después de aplicada la terapia de control con el SLPO

activado.

4. Implementar programas de educacion sanitaria y de
control de mastitis, en donde se involucre al ganadero y
a los ordefiadores, que incluya, limpieza de los corrales,
mejora de la rutina de ordefio, higiene de pezones,
eliminacion de animales cronicos, modificacion del orden

de ordefio, y tratamiento de secado.

5. Realizar estudios mas exhaustivos para determinar el
contaje de células somaticas presentes en la leche de

cabras y con el aporte de estos estudios ayudar a
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clarificar las diferentes opiniones que tienen los
investigadores en el contaje real de estas células en la

leche de cabras.
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A\

CONTROL DE LA DIARREA COLIBACILAR EN LECHONES
USANDO EL SISTEMA LACTOPEROXIDASA ACTIVADO EN
LECHE DE VACA
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INTRODUCCION

La diarrea de origen bacteriano es causada por Esherichia
coli, Clostridium perfringens, Salmonellas y algunas son
originadas por protozoarios como Coccidia y Cristoporidium.
Ademas de aquellas de origen viral. Cada uno de estos
agentes presenta una manifestacion clinica diferente pero todo
conlleva al cuadro degenerativo en donde se alteran las
funciones fisiolégicas normales del animal, trayendo como
consecuencia pérdidas econdmicas fundamentales. Pineda
(1987), observé que la diarrea en cerdos durante las primeras
semanas de vida, es un proceso complejo donde interactian
varios factores, Escherichia coli enteropatégena ha sido
incriminada como una de las causas determinantes de este
proceso; cursando con alta morbilidad y mortalidad en las

granjas porcinas del pais.

Mantecon y Ahumada (2002), sefialaron que el aparato
digestivo del lechon en el momento de nacer es
bacteriolégicamente estéril, en las 24-48 horas posteriores al
nacimiento es colonizado por un namero elevado de gérmenes
provenientes del ambiente que lo rodea, y de su propia madre.
Su equilibrio microbiano (patdégenos y saprofitos) esta
estrechamente relacionado con el estado de salud de los

lechones.
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Merck (2002), establece que la diarrea en cerdos es una
enfermedad que se caracteriza por un incremento de la
motilidad intestinal del individuo que consecuentemente
produce deshidratacion, acidosis metabdlica y muerte en
algunos casos. La colibacilosis entérica se presenta en
lechones lactantes y al destete, es causada por la colonizacion
del intestino delgado de la cepa patdégena Escherichia coli (E.
coli), que produce la secrecion de liquidos y electrolitos hacia la
luz intestinal; para su diagndéstico se puede hacer prueba de
inmunofluoresencia y aislamiento del microorganismo a partir
de cultivos bacterianos de heces. El porcentaje de mortalidad
varia de un lugar a otro, pero siempre presenta pérdidas
significativas. Segun los reportes de mortalidad de los lechones
antes del destete, en diferentes paises se ha visto que varia
entre 20 y 30%.

Las entidades clinicas mas frecuentes son colibacilosis
(56,2%), Adenomatosis (17,5%), Salmonelosis (13,3%) vy
Disenteria (13%) (Pineda et al., 1992).

Fairbrother (1992), consider6 que la Escherichia coli es uno
de los principales agentes que produce diarrea neonatal y post-
destete en cerdos. Sin embargo la diarrea en lechones puede

ser ocasionada por otros agentes como virus y parasitos La

176



transmision de E.coli en los lechones es por via oral, por
contaminacion del alimento o ubres de la cerda, debido a la
mala higiene en la sala de partos y se han reportado
aislamientos de E.coli del conducto uterino y vagina de la
cerda, lo que sugiere que pueden nacer infectados antes o

durante el parto.

Radostits et al. (2002), demostraron que E. coli
enterotoxica, produce la enfermedad antes del quinto dia.
La colibacilosis es un desorden intestinal de los lechones
recién nacidos caracterizado por diarrea severa. Esta condicion
es causada por cepas de la bacteria Escherichia coli y también

es conocida como diarrea del recién nacido (Diaz, 2002).

Holm y Poulsen (1996), determinaron que la E. coli también
puede perturbar la mucosa intestinal, permitiendo a la bacteria
ir desde la mucosa a la sangre y 6rganos internos causando
septicemia. Las dietas que influyen sobre la capacidad de
absorcion del intestino hacen al mismo mas propenso a la
colonizacion 'y subsiguiente diarrea. Dietas altamente
digestibles ad libitum reducen los problemas post destete, asi
como el suministro de alimentos de arranque, bajar el pH del
tracto gastrointestinal es la base para el control estratégico de

estos problemas.
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La diarrea colibacilar que afecta el crecimiento de los
animales, no tiene consecuencias tan graves como la
enfermedad de los edemas. Sus causas estan originadas en
dos tipos de colibacilos: E. coli enterotoxigénica, E. coli
enteropatogénica. Las cepas de E. coli enterotoxigénica
producen enterotoxinas que alteran el equilibrio electrolitico y
provocan diarrea secretora. Muy frecuentemente (en mas del
50% de los casos) este tipo de cepas son asimismo aisladas
en animales afectados con diarreas en el engorde. En cambio,
las cepas de E. coli enteropatogénica provocan lesiones por
adhesion y destruccién directamente sobre la célula y originan
diarreas osmoticas por mala absorcion. Aunque estas enteritis
son menos graves que las producidas por las cepas de E. coli
enterotoxigénica, los animales afectados tardan mas tiempo en

recuperarse (Sttjar, 2002).

178



SISTEMA LACTOPEROXIDASA (SLPO)

Bracho, (2004) y Bracho (2013) estudio el sistema
lactoperoxidasa activado en leche de vaca, a través de
estudios descriptivos y de tipo experimental, verificando el
efecto antibacteriano del sistema lactoperoxidasa activado en
leche bovina y caprina sobre microorganismos mesofilos
aerobios, coliformes totales, coliformes fecales Escherichi coli y
staphylococcus sp. FAO (1991), establece que el método de la
lactoperéxidasaltiocianato/peréxido de hidrogeno es un sistema
enzimatico antibacteriano natural, presente en la leche y en la

saliva humana.

La enzima lactoperoxidasa se halla en la leche de bovino y
bufalo en concentraciones relativamente elevadas. Puede
oxidar los iones de tiocianato en presencia del peréxido de
hidrogeno. Esta reaccion permite convertir el tiocianato en
acido hipotiocianoso (HOSCN). Con el pH de la leche, el
HOSCN se disocia y se presenta principalmente en forma de
iones de hipotiocionato (OSCN-). Este reacciona
especificamente con los grupos de sulfhidrilos libres,
inactivando asi varias enzimas vitales para el metabolismo
bacteriano y, en consecuencia, obstaculizando éste y la

capacidad reproductora de las bacterias.
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Como las proteinas de la leche contienen muy pocos grupos de
sulfhidrilos y los que se hallan presentes son relativamente
inaccesibles al OSCN- (enmascarado), la reaccion de este
compuesto en la leche es bastante especifica y combate las

bacterias presentes en la leche.

Segun Kamau et al., 1993, las actividades antibacteriales de
la leche podrian estar relacionadas con la actividad de la
peréxidasa, basada en la observacion de la correlacion en
cuanto a termo resistencia entre la peroxidasa y las
propiedades antibacteriales de la misma leche, las cuales se

pierden por encima de ciertos tratamientos térmicos.

Los reportes encontrados de la enzima lactoperdxidasa y
tiocionato en Venezuela indican estadisticamente que la
actividad enzimatica en la leche de vaca resulta fuertemente
afectada por las diferentes lactancias y los periodos de
lactacion Bracho, (1994); Bracho, (2013), originando la
necesidad de conocer las concentraciones nativas en la leche
de estos dos sustratos en el proceso de activacion del sistema
LPO en la leche, Bjorck (1993).

Kamau et al, (1993) indicaron que el sistema
lactoperoxidasa/tiocionato/peroxido de hidrogeno (Sistema

Lactoperoxidasa) consiste en la oxidacion de los iones
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tiocionato por la accidbn de la enzima lactoperoxidasa en
presencia del peréxido de hidrogeno y la consecuente accion
de dichos iones oxidados sobre las bacterias presentes en la
leche, este constituye un mecanismo de defensa natural del
organismo 'y sSus componentes aparecen en altas
concentraciones en la saliva, jugo gastrico y en la propia
glandula mamaria, por lo que se considera que su activacion
no representa peligro para los individuos que la ingieran Bjork
y Glaesson, (1980)

El sistema lactoperoxidasa esta compuesto por la enzima
lactoperoxidasa en concentraciones de 30mg/l de leche,
tiocionato 0,02-0,25mg y peroxido de hidrégeno, cuya fuente
en la leche puede ser: por via enzimatica mediante el sistema
glucosa /glucosa oxidasa, por accion microbiana del lactobacilo
en el abomaso y por accion directa; se habla de actividad
especifica de la enzima cuando esta es expresada por
nameros de unidades de enzimas por miligramo de proteinas
(Mullan et al., 1980).
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MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio experimental y controlado, con una
muestra representativa de lechones con diarrea, en una granja
porcina de ciclo completo en el Municipio Buchivacoa del

Estado Falcon, Venezuela.

Poblacién en estudio y tamafio de la muestra

Para el ensayo experimental se utilizaron 71 cerdos
lactantes (Suis domesticus) correspondientes a seis (06)
camadas de lechones con edades de cuatro (04) y nueve (09)
dias y pesos comprendidos entre 1200 a 2300 gramos,
ubicados una granja de ciclo completo ubicada en Municipio
Buchivacba del estado Falcon, Venezuela, los cuales
presentaron sintomas y signos como: heces liquidas (diarrea

obligatorio), pérdida de peso y decaimiento.

Fase de campo |

Se realiz6 toma de muestras de heces por medio de
hisopado rectal, previa asepsia; se transportaron en
enfriamiento al laboratorio de Microbiologia del Programa
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional experimental
“Francisco de Miranda” (UNEFM), en Coro-Falcon, Venezuela,
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para ser sometidas a analisis con fines de realizar diagndstico

del agente causal.

Fase de laboratorio |

Para el aislamiento de la E. coli, se cumpli6 con un
protocolo de pruebas, para llegar al diagndstico del agente
causal de diarreas. Usandose como medios de cultivo: Agar
Levine, y Medio de Infusion Cerebro Corazén (agar BHI);
Coloracion de Gram. Pruebas de Catalasa y Oxidasa. Prueba
de Produccién de Hemodlisis. Ademas pruebas bioquimicas
tales como: Rojo de Metilo, Vogues Proskauer, Citrato, Indol y
Agar Triple Azucar Hierro (TSI) Pelezar et al. , (1982); Prescott
et al., (1999).

Fase de Laboratorio Il

Se obtuvieron 03 litros de leche de vaca, descartando
estrictamente la presencia de mastitis, (historia de mastitis),
determinado por la prueba de California Mastitis Test usando
reactivo Alquil Aril Sulfonato de sodio Pouterl y Reinard, (1981),
de una unidad de produccion seleccionada del Municipio
Falcon del Estado Falcon, Venezuela, para garantizar que la
misma no sufriera cambios fisico-quimicos que alteran la
presencia de la enzima lactoperoxidasa y el tiocianato en la
leche. Se traslado refrigerada al Laboratorio de Tecnologia de

Alimentos del Centro de Investigaciones Tecnolégicas (CITEC)
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de la UNEFM; donde en condiciones de refrigeracion se
realizd la activacion del sistema LPO. Se controlaron los
factores que hacen variar la concentracion de la enzima
lactoperoxidasa en su proceso de activacion, asi como también
posterior a éste; mediante la determinacion de la acidez
titulable a través del Método COVENIN 1997-658 y el control
del pH y la Temperatura por métodos instrumentales, usando
pH-metro Corning 125, con plott de temperatura incorporado.

Deteccion de la enzima peroxidasa (método cualitativo)

En esta deteccion se usé solucion de guayacol al 10% en
acetona, preparada 2-3 dias antes de su empleo. Se colocé
con una pipeta 10 ml de la muestra preparada en un tubo de
ensayo y se le adiciond 2 o 3 gotas de solucién de perdxido de
hidrégeno al 3%, luego se le colocé 8 gotas de solucion de
guayacol al 10% por las paredes.

La formacion de una banda color rojizo en la zona de contacto,
es el indicativo de la presencia de peroxidasa (ensayo de
Arnold) Bracho, (2013).

Determinacion cuantitativa de la peroxidasa en leche
Se utilizé el método de Johann Plitter, (1974) citado por
Bracho (1994), en el cual se usa un buffer fosfato (0.1 m, pH 7)

compuesto de fosfato de potasio monobasico y fosfato de
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potasio dibasico, ademas solucion de guayacol (20.1mM) y
solucion de peroxido de hidrégeno (12.3mM).

Se introduce en una cubeta: 3ml de Buffer fosfato (0.1M);
0.05ml de solucion guayacol (0.3mM), 0.10ml de muestra de
leche y 0.03ml de solucion de peréxido de hidrégeno (0.1mM),
se agita y deja reaccionar por dos minutos a 25°C (Linden et
al., 1982), y por ultimo se lee la extincidon de la solucién en el

espectrofotometro a 436 nm de longitud de onda.

Determinacion cuantitativa del tiocianato

La determinacion cuantitativa de tiocianato de potasio, se
utilizé &cido tricloroacético, reactivo sorbo (25g de Nitrato de
hierro Fe (NO3)39H,) disuelto en 50 ml de &cido nitrico NHO3 y

se lleva a 250ml de agua destilada.

Activacién del Sistema Lactoperoxidasa (SLPO)

En la leche cruda mantenida en condiciones de
refrigeracion, se realizé la activacion del sistema LPO. Se
controlaron los factores que hacen variar la concentracion de la
enzima lactoperoxidasa y tiocianato en su proceso de
activacion, asi como también posterior a éste; mediante la
determinacion de la acidez titulable a través del Método
COVENIN 1997-658 y el control del pH y la Temperatura por
métodos instrumentales, usando pH-metro Corning 125, con

plott de temperatura incorporado.
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Para activar el sistema en la leche de vaca se utilizé una
concentracion de H,0O, de 0,06% (Bracho, 1994) ademas de 30
ppm de tiocianato de potasio por cada 150 ml de leche fresca
con una acidez titulable de 16ml NaOH O, 1 N en 100 ml de
muestra y con pH 6,8. Directamente se agregd 3ml de peroxido
de hidrogeno y 0,0045g de tiocianato de potasio por cada 150
ml de leche.

Conservacion de la leche con el sistema LPO activado
La leche fue vertida en frascos de vidrio de 250 ml
previamente esterilizados y posteriormente se refrigerd hasta el

momento de su utilizacion.

Fase de Campo I

Una vez identificados los animales que cumplian con la
sintomatologia diarreica, que consisti6 en 60 lechones
diagnosticados por el laboratorio, de ser de origen colibacilar,
se procedié administrar leche de vaca con el sistema LPO
activado, de los cuales el tratamiento (T1) utilizé 25 lechones;
(T2) 20 y se le suministr6 leche cruda sin el sistema (LPO), y
(T3) 15 se estableci6 como control, lechones en estudio
comprendian edades entre cuatro (04) y nueve (09) dias de

nacidos, tomandose en cuenta como variables: tipo de heces
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(consistencia), frecuencia de evacuacion y consistencia fisica y

vitalidad del animal.

Previamente a la administracion del sistema LPO activado
se monitoreo su presencia mediante la prueba cualitativa,
luego se procedié a la administracion del tratamiento (T1)
suministrando 1ml/100g del peso vivo, con un dosificador de
aplicacion oral, una vez al dia por 3 dias. Al grupo (T2) se le
aplico leche de vaca sin la activacion del sistema LPO con una
dosis de 1 ml/100g del peso vivo y el grupo control (T3) estuvo
sometido a la lactacion materna. Las observaciones se llevaron
a cabo desde las primeras 24 horas post tratamiento hasta las
72 horas, evidenciando los cambios favorables de los lechones
tratados con sistema LPO activado en comparacion a los que
se le suministro leche sin LPO activado, con respecto al grupo

control.

Anélisis estadistico

Los resultados fueron sometidos a estadistica descriptiva y
luego a estadistica no paramétrica mediante la prueba de
Kruskal — Walllis utilizando el programa de Statistic 4.0, donde
se detectd que al menos uno de los tratamientos reportd un
efecto significativo sobre las variables evaluadas (valores de
P<0,05); se realizaron comparaciones entre tratamientos,

aplicando la prueba de Wilcoxon (Mann — Whitney U) para

187



pares de muestras independientes; el nivel de significancia
empleado en la prueba fue el alfa corregido de Bonferroni,
obtenido dividiendo el nivel de significancia utilizado en la
prueba de Kruskal — Wallis entre el nUmero de comparaciones

posibles Wayne,1995.

Diariamente se realiz6 el registré del comportamiento de los
grupos de lechones sometidos al ensayo experimental
tabulando como variables: estado fisico de los lechones,
consistencia de las heces y frecuencia de evacuacion ver Tabla
1.
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Tabla 1. Registro del comportamiento de los grupos de
lechones establecido como variables: estado fisico de
lechones, consistencia de excretas y frecuencia de
evacuacion.

Variable Estado fisico de los lechones: Tipo
Con mejoria 1

Decaido 2

Variable Consistencias de las Tipo

heces:

Liquida 1

Pastosa 2

Normal 3

Variable Frecuencia de evacuacion:
Normal =1 Leve= 2 Moderada =3
Una defecacién por Tres defecaciones Cinco defecaciones

cada hora. por cada hora. por cada hora.

Fuente: Bracho, 2004.
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RESULTADOS

Tabla 2. Control de factores: pH, temperatura, acidez en la
determinacion de peroxidasa cualitativa, cuantitativa y de
tiocianato en la leche cruda de vaca utilizada en el ensayo,
para la activacion del sistema LPO

Parametros Leche crudasin Leche cruda con Leche cruda
activar el SLPO. el SLPO activado con el SLPO
en el laboratorio. activado,

manejado en
campo

pH 06,68 meqg/L 06,61 meqg/L

Temperatura 17°C 24°C

Acidez 15 ml NaOH 0,1 15 ml NaOH

N/ 10 0,1 N/ 10

Peroxidasa

Cualitativa Positivo Positivo

Tiocianato 7,8 ppm

Peroxidasa 3073 U/L

cuantitativa

Leyenda:

Meg/L: mili equivalente sobre litros de leche.
° C: grados centigrados.
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NaOH 0,1 N/10: hidréxido de sodio 0,1 Normal en mililitros
de leche.

Ppm: partes por millon.

U/L: unidades por litro.

Fuente: Bracho, 2004.

Tabla 3. Lechones de la Granja de ciclo completo, del
municipio Buchivacda estado Falcdn, que formaron parte
del ensayo para evaluar el efecto del sistema LPO en el
control de la diarrea colibacilar.

Jaula Fechade Lechones Lechones Dias devidaen
nacimiento Vivos. enfermos que se aplico el
tratamiento

11 17/4/16 12 10 05
33 15/4/16 11 10 07
19 18/4/16 12 10 04
54 14/4/16 11 10 08
06
9 18/4/16 13 10
16 13/4/16 12 10 09
TOTAL 06 71 60

Fuente: Bracho. 2004.
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De los sesenta (60) lechones con diarrea muestreados por
hisopado rectal y sometidos a analisis microbiolégico para
diagnosticar el agente causal, resultaron positivos a Escerichia
coli todos los lechones en las pruebas con agar Levine, al frotis
para la tincion de Gram, asi como también, para las reacciones
de oxidasa y catalasa y las pruebas bioquimicas
complementarias: Rojo de Metilo, Vogues Proskauer, Indol,
Citrato, agar Triple Azucar Hierro (TSI) y Hemolisis. EI 100% de

los lechones padecian de diarrea de origen colibacilar.

A veinticinco (25) lechones con diarrea colibacilar se le
aplicé una dosis (T1) de 1ml de leche de vaca activada con el
sistema LPO por cada 100gr. de peso vivo y a las 24 horas de
aplicado el tratamiento, se observd mejoria en cuanto a
vitalidad y conformacién en veintitrés (23) de los veinticinco
(25) lechones tratados, mientras que decaidos se mantenian
dos (02) lechones. A las 48 horas se pudo observar que
veinticuatro (24) lechones presentaban mejoria y solo un (01)
lechén mantenia condiciones de decaimiento. A las 72 horas,
se observa que se mantuvieron igual que el dia anterior (ver
tabla 4).
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Tabla 4. Estados fisicos de los lechones con diarrea
colibacilar en cuanto a vitalidad y conformacion (V y C)
tratados con leche cruda de vaca con el sistema SLPO
activado.

Estado 24 horas 48 horas (T1). 72 horas (T1).
fisico

T1).
wvyc (T
Con 23 (92%) 24 (96%) 24 (96%)
mejoria
Decaido 02 (08%) 01 (04%) 01 (04%)
TOTAL 25 (100%) 25 (100%) 25 (100%)

Fuente: Bracho, 2004.

En la tabla 5, se presentaron los resultados en cuanto a la
consistencia de las heces. Para las 24 horas post tratamiento
el 72% de las heces de los lechones presentaban una
consistencia pastosa y un 20% era normal y solamente el 8%
eran liquidas; a las 48 horas siguientes habia un 40% de las
heces pastosa, 60% sélidas y 0% liquidas. A las 72 horas se
presentaron un 32% de los lechones con heces pastosas, un
60% con excretas normales y el 8% restante mantenia heces

liquidas.
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Tabla 5. Consistencias de las heces de lechones, tratados
con leche cruda de vaca con el sistema SLPO activado.

Consistencia NuUumero de NUmero de NUmero de
de las heces. lechones lechones lechones
24 horas (T1). 48 horas (T2). 72 horas (T3).

Liquidas 02 (08%) 0 02 (08%)
Pastosas 18 (72%) 10 (40%) 08 (32%)
Normal 05 (20%) 15 (60%) 15 (60%)
TOTAL 25 (100%) 25 (100%) 25 (100%)

Fuente: Bracho, 2004.

En la tabla 6, se presenta la frecuencia de las
evacuaciones de los lechones, a las 24 horas de tratamiento el
72% de los lechones presentaban evacuaciones de tipo leve de
facil visualizacion, el 20% normal y el 08% moderadas, ya para
las 48 horas la frecuencia de evacuaciones leves se ubico en
un 60%, 36% evacuaciones normales y un 4% evacuaciones
moderadas; al lapso de 72 horas el 44% de los lechones
manifestaron evacuaciones leves mientras que el 66% restante
mantenia evacuaciones normales y solo el 4% con frecuencia

moderada.
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Tabla 6. Frecuencia de evacuaciones (F E) de los lechones,
tratados con leche cruda de vaca con el sistema LPO
activado.

FE 24 horas (T1). 48 horas (T1). 72 horas (T1).
Moderadas 02 (08%) 01 (04%) 01 (04%)
Leves 18 (72%) 15 (60%) 10 (40%)
Normal 05 (20%) 09 (36%) 14 (56%)
TOTAL 25 (100%) 25 (100%) 25 (100%)

Fuente: Bracho, 2004

En la tabla 7, se evidencia el desmejoramiento de los
animales al no recibir tratamiento: a las 24 horas se encontraba
el 70% de los animales con una condicion fisica decaido, ya
gue su contextura mostraba un marcado desmejoramiento, el
30% restante estaba en una buena mejoria. A las 48 horas
siguientes la proporcion de lechones en desmejoramiento
aumento hasta un 80% y el 20% restante mantenia un buen
estado de conformacion vy vitalidad, y a las 72 horas el 100%

de los lechones estaban completamente decaidos.
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Tabla 7. Estado fisico en cuanto a vitalidad y conformacion
(Vy C)delos lechones con diarrea colibacilar, tratados
con leche cruda de vaca sin activacion del SLPO.

VyC 24 horas 48horas (T2). 72 horas (T2).
(T2).

Con 06 (30%) 04 (20%) 0

mejoria

Decaido 14 (70%) 16 (80%) 20 (100%)

TOTAL 20 (100%) 20 (100%) 20 (100%)

Fuente: Bracho, 2004.

En la tabla 8, la consistencia de las heces manifiestan un
comportamiento a las 24 horas de un 90% de lechones con
una diarrea liquida y el 10% con heces pastosas, y para las 48
horas siguiente aumento a un 100% de excretas liquidas, y a
las 72 horas la consistencia de las heces en todos los lechones

se mantuvo completamente liquido.
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Tabla 8. Consistencias de las heces (C H) de los lechones
con diarrea colibacilar, tratados con leche cruda de vaca
sin activacion del SLPO.

CH 24 horas (T2). 48 horas (T2). 72 horas (T2).
Liquidas 18 (90%) 20 (100%0) 20 (100%)
Pastosas 02 (10%) 0 0
Normal 0 0 0
TOTAL 20 (100%) 20 (100%) 20 (100%)

Fuente: Bracho, 2004.

En la tabla 9 se refleja el comportamiento de los lechones
que estuvieron solamente con el suministro de leche sin el
sistema LPO activado, como se puede observar en las 72
horas de realizacion del ensayo todos los lechones presentaron
una frecuencia del 90% de evacuaciones moderadas y un 10%
leves.

Tabla 9. Frecuencia de evacuaciones (F E) de los lechones
con diarrea colibacilar, tratados con leche cruda de vaca
sin activacion del SLPO.

FE 24 horas (T2). 48 horas (T2). 72 horas (T2).
Moderadas 18 (90%) 18 (90%) 18 (90%)
Leves 02 (10%) 02 (10%) 02 (10%)
Normal 0 0 0
TOTAL 20 (100%) 20 (100%) 20 (100%)

Fuente: Bracho, 2004.
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En la tabla 10, se presenta el estado de conformacion fisica
y vitalidad, de cada uno de los lechones que comprendian este
grupo: en las primeras 24 horas 26% mostraban una condicion
fisica y vitalidad estable y soOlo 74% presentaba un
desmejoramiento de la misma; a las 48 horas siguientes fue
aumentado hasta alcanzar un 80% con una vitalidad
desfavorable y un 20% de lechones con mejoria y para las 72
horas presentaron una condicion bastante desfavorable, con el

100% de los lechones decaidos.

Tabla 10. Estado fisico en cuanto a conformacién vy
vitalidad (C y V) de los lechones con diarrea colibacilar,
que representaron el grupo control.

CyV 24 horas (T3). 48 horas (T3). 72 horas (T3).
Con 04 (26%) 03 (20%) 0
mejoria

Decaido 11 (74%) 12 (80%) 15 (100%)
TOTAL 15 (100%) 15 (100%) 15 (100%)

Fuente: Bracho, 2004.

En la tabla 11 se presenta la variacion en la consistencia de
las excretas; el 100% de los lechones present6 durante las 72
horas una diarrea liquida completamente, sin manifestar ningan

cambio clinico favorable.
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Tabla 11. Consistencias de las heces (C H) de los lechones
con diarrea colibacilar, que representaron el grupo control.

CH 24 horas (T3). 48 horas (T3). 72 horas (T3).
Liquidas 15 (100%) 15 (100%) 15 (100%)
Pastosas 0 0 0
Normal 0 0 0
TOTAL 15 (100%) 15 (100%) 15 (100%)

Fuente: Bracho, 2004.

En la tabla 12 se observa que los lechones que no fueron
sometidos a tratamiento presentaron una diarrea con un 45%
moderada y el 55% leve, que al pasar del tiempo causo un
atraso muy marcado en la recuperacion general de los
lechones.

Tabla 12. Frecuencia de evacuaciones (F E) de los
lechones con diarrea colibacilar, que representaron el
grupo control.

FE 24 horas 48 horas (T3). 72 horas (T3).
(T3).
Moderadas 07 (45 %) 07 (45%) 07 (45%)
Leves 08 (55%) 08 (55%) 08 (55%)
Normal 0 0 0
TOTAL 15 (100%) 15 (100%) 15 (100%)

Fuente: Bracho, 2004.

199



Los resultados de la prueba de Kruskal — Wallis utilizando el
programa de Statistic 4,0, sefialan que al menos uno de los
tratamientos produce un efecto significativo sobre las variables

evaluadas (valores de P<0,05), ver tabla 13.

Para hacer comparaciones entre tratamientos, se procedio a
aplicar la prueba de Wilcoxon (Mann — Withney U) para pares
de muestras independientes; el nivel de significancia empleado
en la prueba fue el alfa corregido de Bonferroni, el cual es
obtenido dividiendo el nivel de significancia utilizado en la
prueba de Kruskal — Wallis entre el nUmero de comparaciones
posibles, en este caso se realizaron 3 comparaciones y el alfa
empleado para la prueba de Kruskal — Wallis fue de 0,05; por lo
tanto el alfa corregido de Bonferroni a emplear es 0,0017; los
valores de P en la prueba de Wilcoxon menores o iguales que
alfa corregido de Bonferroni son declarados significativos
(Wayne, 1995).
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Tabla 13. Prueba de Kruskal Wallis para las variables:
Conformacién y vitalidad (CV), consistencia de las heces
(CH) y frecuencia de evacuacion (FE) para cada
tratamiento (T).

Variables T N Medias DE Medianas H
b
Ccv 1 251,04 0,19 1,00 41,73 <0,0001
Ccv 2 20 2,00 0, 00 2,00
Ccv 3 15 2,00 0,00 2,00
CH 1 25 2,56 0,64 3, 00 38,58
<0,0001
CH 2 20 1,00 0,00 1,00
CH 3 15 1,00 0,00 1,00
FE 1 25 1,52 0,58 1,00 33,51 <0,0001
FE 2 20 290,31 3,00
FE 3 15 2,47 0,52 2,00

Valores de p < a=0,05 son declarados significativos.
Fuente: Bracho, 2004.

Tabla 14. Comparaciones entre tratamientos mediante la
Prueba de Wilcoxon para pares de muestras
independientes en la variable conformacion y vitalidad (Cy
V).
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2
Clasificacion  Variable  Grupo 1 Grupo 2 M(1) M(2) W P(

colas)
LPO LPO sin 740, <0,000
Tratamiento CyV ) ) 1 2
Activado Activar 00 1
Tratamiento CyV 1 3 1 2 517, <0,000
50 1

Valores de p<a=0,0017 son declarados significativos.
Fuente: Bracho, 2004:

La comparacion entre los grupos 2 y 3 no se realizé debido a

que son grupos idénticos.

Tabla 15. Comparaciones entre tratamientos mediante la
prueba de Wilcoxon para pares de muestras
independientes en la variable Consistencia de las heces (C

H).
e . _ _ p(2
Clasificacion Variable G2 Medianal Mediana2 W

Gl colas)

Tratamiento CH 1 2 3 1 230, <0,00
00 01

Tratamiento C.H 1 3 3 1 135, <0,00
00 01

Valores de p<a=0,0017 son declarados significativos.
Fuente: Bracho, 2004.

Tabla 16. Comparaciones entre tratamientos mediante la
prueba de Wilcoxon para pares de muestras

o Vatal

Tratamiento FE 2 3 13 22 486%00 <0,0064




independientes en la variable Frecuencia de Evacuacion (F
E).

Tratamiento FE 1 2 1 3 727,00 <0,0001

Valores de p<a=0,0017 son declarados significativos.
Fuente: Bracho, 2004.

Los resultados evidencian que existen diferencias
significativas entre los pares de tratamientos 1 y 2 para todas
las variables estudiadas tomando en consideracion que el
tratamiento uno (1) resulto estadisticamente muy significativo
en comparacion al tratamiento dos (2) y el tratamiento (3).
Mientras que los tratamientos 2 y 3 no difirieron

estadisticamente en ninguno de los casos.
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DISCUSION

El SLPO activado en leche cruda de vaca permite que ésta
mantenga sus condiciones naturales ya que logra mantener el
pH y la acidez de la leche, condicion que solo se logra cuando
se impide la proliferacion de bacterias, que desdoblan la
lactosa y producen acido lactico (Bracho, 2013; Bracho 1994),
esta informacion coincide con lo reportado por FAO (1991),
quien establece que el método de la
lactoperéxidasal/tiocianato/peréxido de hidrogeno es un sistema
antibacteriano natural presente en la leche y en la saliva

humana.

La enzima lactoperoxidasa se halla en la leche de bovino y
bdfalo en concentraciones relativamente elevadas. Se sugiere
que las actividades antibacteriales de la leche podrian estar
relacionadas con la actividad de la peroxidasa, basada en la
observacion de la correlacion en cuanto a termo resistencia
entre la peroxidasa y las propiedades antibacteriales de la
misma leche, las cuales se pierden por encima de ciertos
tratamientos térmicos tal como lo establecieron Bjork vy
Glaesson, (1980), Mullan et al., (1980), Reiter, (1984), Kamau
et al., (1993) y Bjork, (1993.
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Para la activacion del SLPO se us0 una concentracion de
0,06% de peroxido de hidrogeno, asociada a una
concentracion de 30 ppm de tiocianato de potasio, acorde con
los reportes hechos por Bracho en (2004); resultando efectiva
en el control de la diarrea colibacilar en un 96% del total de los

lechones tratados.

Todos las muestras de heces proveniente de lechones con
una edad comprendida entre cuatro (4) y nueve dias (9)
resultaron 100% positivos a la prueba de laboratorio para el
aislamiento de Escherichia coli siguiendo un protocolo que
culminé con una prueba de hemodlisis a través de la cual se
diagnostico la presencia de una bacteria enteropatbgena como
lo es la Escherichiai coli, resultado que concuerdan con lo
reportado por: Fairbrother, (1992), Holm y Poulsen, (1996),
Merck, (2002), Diaz, (2002), Sttjar, (2002) y Radostits et al.,
(2002). Con estos mismos lineamientos trabajaron Zamora et
al., (2000), quienes recolectaron 497 muestras de heces
diarreicas de cerdos lactantes, cumpliendo el mismo protocolo
de laboratorio y obtuvieron el 80% de las pruebas positivas a E.
coli. Este resultado también es compatible con la informacion
aportada por. Pineda (1987) y Pineda et al., (1992), Mantecon
y Ahumada (2002), quienes indicaron que la diarrea en cerdos,
durante las primeras semanas de vida, es una de las

principales causas de morbilidad y mortalidad en las granjas
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porcinas del pais. En un proceso complejo donde interactian
varios factores Escherichia coli enteropatégena ha sido
incriminada como una de las causas determinantes de este

proceso.

En las primeras 24 horas postratamiento todos los lechones
con una edad comprendida entre cuatro (4) y nueve (9) dias,
tratados con el SLPO activado en la leche de vaca y que fueron
positivos a la deteccidbn de Escherichia coli, evidenciaron
mejoria clinica en el aspecto de las muestras de heces. A las
72 horas era mucho mas notable ya que la proporcion de
animales con heces solidas era superior a la de animales con
heces pastosas y, no se encontraron animales con heces

liquidas para este periodo pos tratamiento.

En busqueda de fortalecer el resultado de la estadistica
descriptiva que se utiliz6 para las diferentes variables, que
reportaron un 96% de efectividad para el sistema LPO en el
control de la diarrea colibacilar se emple6 la estadistica no
paramétrica Kruskal Wallis para las variables y tratamiento, asi
como la prueba de Wilconxon para muestras independientes
en los tratamientos y variables segun Wayne (1995).
Demostrando mediante ambos estadisticos que el sistema
lactoperoxidasa en leche de vaca ejerce un efecto muy

significativo en el control de la diarrea colibacilar en lechones.
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CONCLUSIONES

Para determinar la diarrea colibacilar en lechones se
aplicaron criterios clinicos sobre cada uno de los individuos que
integraron el ensayo, posteriormente se hizo el aislamiento é
identifico el agente causal de la diarrea, que resultdé ser

Escherichia coli en el 100% de las muestras.

La aplicacion del sistema LPO activado en leche cruda de
vaca como control de la diarrea colibacilar de cerdos lactantes
resulta positivo ya que el cambio de consistencia de las heces
en el lapso de 72 horas fue notable, hasta el punto de
encontrar un 32% de lechones con heces pastosas, 60% con
heces sélidas y solo 8 % con heces liquidas. En cuanto al resto
de las variables evaluadas los resultados fueron: para la
frecuencia de evacuaciones 56% normales, 40% leves y 4%
moderada. Para la conformacion y vitalidad se evidencian que
el 96% de los lechones presentaron mejoria y un 04% continuo

decaido.

Es importante sefialar que solo fueron evaluados lechones
con un tiempo de vida comprendido entre 4 y 9 dias, en donde
los lechones sufren diarrea comunmente en esta edad siendo
de tipo colibacilar. Por este motivo se afirma que el sistema

LPO es de mucha utilidad para el control de esta patologia, ya
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gue representa una alternativa econdmica para los productores

de cerdos.

Entre las condiciones para que una leche pueda ser
utilizada en la activacion de sistema LPO activado, esta de
manera primordial que provenga de una glandula mamaria

completamente sana, sin sintomas o signos de mastitis.

Las pruebas estadisticas no paramétricas de Kruskal y
Wallis, para establecer el efecto del tratamiento de activacion
del sistema y sin activacion, demostraron diferencias
significativas con una probabilidad de (P< 0,001) para el
tratamiento de leche de vaca con el sistema LPO activado.
Esto indica que con el tratamiento 2 y 3 no fue significativo por
persistir la diarrea colibacilar en los lechones, demostrandose
que el sistema LPO constituye una alternativa importante para
el control de la diarrea colibacilar en lechones.
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En esta cuarta edicion se estudio la variacion del volumen de actividad enzimatica
de la lactoperoxidasa (LPO) y del tiocianato (SCN) en la leche de vacas y cabras
en funcion del mestizaje, lactancias, periodo de lactacion y envejecimiento de la
leche y activacion del sistema enzimatico: Lactoperoxidasa-perdxido de
hidrégeno-tiocianato de potasio (SLPO), como un mecanismopara alargar la vida
util de la leche a temperatura ambiente sin modificar su calidad y valor nutritivo,
asi mismo, se buscd afianzar las perspectivas de este Sistema en el control de las
enfermedades de la ubre (mastitis) y de la diarrea colibacilar en lechones.
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