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RESUMEN

No existen datos publicados de la variacidn estacional del recuento de células
somaticas (RCS), Staphylococcus aureus, psicrotrofos y termoduricos en leche
de tanque ni la variacion de los porcentajes de caseina total y de fracciones de
caseina de la region litoral norte del Uruguay. Tampoco del efecto del tiempo de
almacenamiento en frio en el establecimiento ni del tamafio del rodeo sobre la
calidad higiénico-sanitaria. Esta informacion le permite a la industria conocer
mejor su materia prima y adecuar las exigencias para elaborar productos
inocuos y de buena calidad. Al sector primario le permite detectar areas de
trabajo a priorizar para evitar pérdidas y cumplir con los parametros
establecidos por el decreto de calidad y exigencias de la industria. Conocer la
variacion del porcentaje de caseinas y sus fracciones le permitira a la industria
la elaboracion de productos de forma diferencial en determinadas épocas del
afno. En esta tesis se evaluo la variacion estacional de la calidad de la leche en
predios de la region litoral norte del Uruguay. Ademas del efecto del tiempo de
almacenamiento en frio y del tamano del rodeo sobre la calidad higiénico-
sanitaria. Se realizaron muestreos mensuales de leche de tanque a 29
establecimientos de la regién litoral norte durante 12 meses. Se analizaron
porcentajes de caseina, fracciones de caseina, recuento de células somaticas y
recuento bacteriano en todos los meses. En cada estacion se realizo recuento
de psicrétrofos y termoduricos asi como aislamientos de Staphylococcus aureus
y Pseudomonas. En cada visita se relevaron datos sobre alimentacion, numero
de vacas en ordefio, tiempo de almacenamiento en frio, capacidad y
temperatura de tanque. Se observo que en la estacidén de verano los valores de
recuento de células somaticas, S. aureus y psicrotrofos estuvieron por encima
de los limites de calidad 6ptima, ademas de registrarse un aumento de
termoduricos y Pseudomonas en esta estacién. Los porcentajes de caseina
total y fracciones de caseina disminuyeron. ElI mayor tiempo de
almacenamiento aumenté el recuento de psicrétrofos. Las muestras de rodeos
> 250 vacas presentaron mayor recuento de termoduricos, en verano y otofio.
En conclusion se demostré que la calidad de la leche se afectd negativamente
en la estacibn de verano, considerandose una estacion “critica” en la
produccion de leche de calidad, a pesar que el recuento bacteriano total se
mantuvo por debajo de los limites reglamentarios. EI RCS de leche de tanque
mostro niveles altos (>250000 cél/ml) durante todo el afio en base a criterios de
calidad sanitaria, a pesar que los valores se encontraron por debajo del limite
de recibo segun reglamentacion nacional. El aumento del tamafio del rodeo y el
mayor tiempo de almacenamiento en tanque de frio afectaron negativamente la
calidad higiénica de la leche en los establecimientos estudiados.



SUMMARY

There is no published data about the seasonal variation of bulk tank somatic cell
count (BTSCC), Staphylococcus aureus, thermoduric and psychrotrophs in the
bulk milk and the variation of the percentages of total casein and casein
fractions in the Uruguay’s north coast region. The effects of storage time and
herd size on the hygienic-sanitary quality of milk are not known.

These results allow the industry to have a better understanding and to adapt its
requirements to produce safe and good quality dairy products. It allows the
primary sector to detect prioritizing working areas in order to avoid losses and
meet the parameters established by the decree of quality and industry
requirements. Knowing the variation in the percentage of casein and its fractions
will allow the industry to develop products differentially at certain times of the
year. In this thesis, the seasonal variation of milk quality in plots of Uruguay’s
north coast was studied. Also, the effect of cold storage time and herd size on
sanitary and hygienic quality of milk. Monthly samples of bulk tank milk of 29
dairy farms were taken for twelve months. Percentages of casein, fractions of
casein, BTSCC and bacterial count were analyzed. The count of psychrotrophic
and thermoduric as well as the isolation of S. aureus and Pseudomonas was
conducted in each season. In each visit, data of feeding, number of milking
cows, time of milk storage, capacity and milk tank temperature was recorded. It
was observed that in summer, the BTSCC, S. aureus, and psychrotrophic were
above the optimum quality limits, as well as an increase of thermoduric count
and Pseudomonas isolates. The percentages of casein and fractions of casein
decreased. The longest storage time increased the pychrotrophic count. The
samples > 250 cows presented a larger count of thermoduric in autumn and
summer. In conclusion, it was demonstrated that there was a seasonal effect on
milk quality. In summer, the quality of milk was inferior in comparison to the other
seasons. In this same season, milk did not present optimum conditions for its
industrialization due to the high number of somatic cells (>250000 cél/ml), S.
aureus and psychrotrophic, which were above the regulatory limits of optimum
quality.

The longest bulk tank milk storage time and increase in herd size negatively
affected milk’s hygienic quality in this region.



1. INTRODUCCION

Para las industrias lacteas dedicadas a la elaboracion y exportacion de quesos
es prioritario recibir leche de excelente calidad higiénico-sanitaria y de
composicion. La materia grasa y caseina de la leche estan directamente
relacionadas a la calidad y rendimiento de los productos elaborados,
principalmente en la industria quesera. Esto se debe a que durante el proceso
de elaboracion estos componentes son los principales sélidos involucrados en
el producto final (Walstra et al. 2001). Las industrias al conocer y controlar mas
detalladamente la calidad de la materia prima, aseguran la obtencion de
productos inocuos y de mayor valor nutritivo. Estas caracteristicas son
demandadas por el consumidor y por los mercados internacionales mejorando
la competitividad. Es de destacar que las industrias de la Uniéon Europea (que
manejan el 35% del mercado de lacteos), priorizan el pago a los productores en
funcién del destino de la leche recibida. A modo de ejemplo, las industrias que
se dedican basicamente a la produccion de quesos valoran en forma diferencial
aquella materia prima con alto porcentaje de proteinas, principalmente caseina
(Fabro, 2011). La calidad higiénico-sanitaria tiene gran importancia para
asegurar la inocuidad de los productos y una mayor eficiencia de sus procesos
industriales, principalmente leche en polvo y quesos. En Uruguay actualmente,
el Decreto 359/13 del Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca (MGAP),
regula el pago por calidad de la leche en base a su calidad higiénico-sanitaria. A
su vez las industrias realizan el pago de la leche remitida en base materia grasa
y proteina (con mayor peso en la proteina) y bonifican mediante un plus (por
encima del precio), cuando cumple con los requisitos de excelente calidad
higiénico-sanitaria, menor a 300000 cél/ml RCS y menor a 50000 ufc/ml de
recuento bacteriano (Conaprole, 2016).

En el afio 2015 la produccion de leche comercial en el Uruguay de acuerdo a la
Direccion de Estadisticas Agropecuarias (DIEA) fue 2240 millones de litros, con
una remision de 2014 millones de litros a plantas y un total de 4341
establecimientos productores de leche. En los ultimos afos se registrd un
crecimiento en la produccion, segun el indice de productividad lechera medida
por la DIEA para el ano 2013 (ultimo dato disponible). En el 2013 existi6 un
crecimiento en la productividad del 11,5% con respecto al 2012 y un incremento
del 61% al compararlo con el afo 2007. La productividad creci6 por vaca y por
hectarea y la superficie dedicada a la produccion lechera disminuyd un 7% al
comparar 2013 contra 2012. En este sentido, la productividad del sector lechero
paso de 731lts/ha en 1977 a 2340 Its/ha en 2007, lo que demuestra que la
produccion de leche por ha se triplico en 30 anos. Esa tendencia se mantiene



hacia el afo 2013, registrandose 2500 Its/ha para ese afio. Por otro lado, uno
de los principales fendmenos que se dieron en el Uruguay en los ultimos afos,
es la reduccion de tambos y de remitentes lo que condujo a unidades mas
productivas (Uruguay XXI, 2015), el numero de predios en el afio 1986 era de
7335 mientras que en 2013 se registraron 4291 establecimientos (DIEA, 2015).
Uruguay es uno de los principales paises exportadores de leche y productos
lacteos en la regién, exporta el 70% de su produccion (DIEA, 2015), mientras
que Argentina destina el 78% para el mercado interno y sélo un 22% para la
exportacion (MINAGRI, 2015). En Uruguay los principales productos exportados
incluyen leche en polvo entera: 27%, leche en polvo descremada: 14%, quesos:
21% y manteca: 9,85%, de estos datos se desprende la importancia del queso
como producto de exportacion (INALE, 2013). Es importante resaltar que la
mayor parte de la leche producida se destina a la industrializacion. De 2240
millones de litros/afio de leche producidos en el afio 2014, el 90% de su
produccion se destind a la industria (2014 millones de litros/ano). En relacién a
los predios remitentes, de 4341 predios lecheros que generaron el total de la
produccion en ese afo, 2927 remitieron su produccion a las industrias
procesadoras (DIEA, 2015). El sector industrial lechero, integrado por empresas
nacionales y extranjeras ha expandido continuamente su capacidad,
diversificando su produccion en el mercado interno y exportando diversos
productos (Uruguay XXI, 2015). El sector industrial lacteo nacional, esta
compuesto por unas 40 industrias habilitadas por el MGAP. Las empresas
cooperativas captaron la mayor proporcion de la leche contando con un 72% del
total. Conaprole la principal industria cooperativa capté el 68% de la leche,
siguiendo en orden de importancia INDULACSA, CLALDY, CALCAR y por
ultimo PILI, con un 3% de la leche captada (INALE, 2014). Ecolat y Schreiber
Foods en el afio 2014, se encontraban en segundo y tercer lugar como
empresas exportadoras, pero en el afo 2015 estas empresas cerraron su
produccion, no estando en funcionamiento actualmente. En la region litoral
norte formando parte importante de la cadena agroindustrial de Uruguay se
encuentran PILI y CLALDY, ubicadas en los Departamentos de Paysandu y Rio
Negro junto con sus productores remitentes. En estas dos industrias la mayor
parte de su produccion se destina a la exportacién (aprox. 70%), teniendo como
productos principales queso (tipo Edam, Gouda, Dambo, Mozzarella,
Reggianito) y suero en polvo.

1.1. CALIDAD DE LECHE Y SISTEMA NACIONAL DE CALIDAD

De acuerdo con la FAO/OMS (2001), en todos los paises compete al sector
alimenticio cumplir con los requisitos reglamentarios en materia de calidad e
inocuidad de los alimentos desde los establecimientos rurales, el transporte, el



almacenamiento, el procesamiento y la venta al consumidor final. La calidad de
la leche abarca conceptos como seguridad, composicion, higiene y estado de
salud de la vaca (Katz et al. 2016), lo que en su conjunto determinaran la
aptitud de la leche para el uso asignado. En la actualidad uno de los aspectos
que definen el precio de la leche cruda es la calidad higiénico-sanitaria
evaluada mediante el recuento bacteriano y el RCS. El recuento bacteriano
indica la calidad higiénica de la leche, aportando informacion respecto a la
higiene del tambo, rutina de ordefie, lavado de equipos, capacidad de frio entre
otros y nos permite identificar probables fuentes de contaminacién (Calvinho et
al. 2001). A su vez, el contenido de microorganismos presentes en la leche
afectara los productos que con ella se elaboren, otorgando caracteristicas
sensoriales indeseables y/o acortando su vida util (Leitner et al. 2011). El
contenido de células somaticas en la leche nos permite conocer el estado de
salud de la ubre y tiene directa relacion con la composicion de la leche
(Hernandez y Bedolla, 2008). El uso del RCS como un indicador indirecto de la
inflamacion intramamaria es el método estandar para el monitoreo de la calidad
sanitaria de leche. A través del RCS el productor puede controlar el progreso de
las inflamaciones intramamarias (Sharma et al. 2011). Por lo tanto, obtener el
resultado y anadlisis de ambos recuentos en conjunto (RCS y recuento
bacteriano) nos permite conocer la calidad higiénica y sanitaria de la leche. Esta
calidad nos brinda informacién de las condiciones en que se ha mantenido ese
alimento durante toda la cadena lactea, desde su produccidn, almacenamiento,
transporte y procesamiento, la cual es muy valiosa tanto para la industria y
productor lechero como para el consumidor final. EI Sistema Nacional de
Calidad de la Leche fue creado por el MGAP en el afo 1995, y entré en
vigencia en el afo 1997. Este sistema establece categorias de calidad de la
leche remitida a planta de acuerdo a la calidad higiénica medida a través del
recuento bacteriano y la calidad sanitaria medida mediante RCS. Ademas las
industrias tienen la posibilidad de crear categorias para establecer
bonificaciones extras favoreciendo de esta manera la produccion de leche de
calidad. Conaprole actualmente tiene como limite para leche de calidad 6ptima
300000 cél/ml para RCS y 50000 ufc/ml para recuento bacteriano. Este sistema
en el correr de los afios ha tenido una serie de modificaciones de los
parametros establecidos (1997 y 1999) ajustandose a las exigencias del
mercado internacional y a la realidad nacional. En noviembre de 2013 se
aprobd la ultima modificacion (Decreto 359/13) (MGAP, 2013). En este decreto
se establecen los limites maximos de recibo para RCS y de recuento
bacteriano. Estos limites seran en noviembre de 2016 de 100000 ufc/ml
recuento bacteriano y 400000 cél/ml RCS (Cuadro I).



Cuadro |. Valores maximos admitidos para recuento de células somaticas y
recuento bacteriano de acuerdo al Decreto 359/13.

Fecha de
entrada en Recuento Microbiano Células Somaticas
vigencia del (ufc/ml) (céls/ml)
decreto
Ala entrada en 500.000 800.000
vigencia
Al ano de
entrada en 300.000 600.000
vigencia
A los tres afnos
de entrada en 100.000 400.000

vigencia

Se espera que a partir de noviembre de 2016, los limites de calidad 6ptima
filados por las industrias para la bonificacion de la leche, sean progresivamente
mas exigentes. Debido al aumento de las exigencias en los limites de recibo a
planta segun reglamentacion nacional (Decreto 359/13).

Por otro lado, relacionado a las exigencias que existen en Uruguay sobre la
calidad microbiolégica de la leche, el Reglamento Bromatolégico Nacional
(segun lo establecido en el Decreto N° 315/ 994 de fecha 05/07/1994),
establece como leche cruda no apta para consumo o elaboracion de cualquier
producto alimenticio, si superan valores de recuento de bacterias aerobias
mesdfilas (ufc/ml) de 5x10° ufc/ml, 10* ufc/ml de coliformes totales y 10° ufc/ml
de Staphylococcus aureus (MSP, 1994).

En un estudio realizado en Uruguay sobre la calidad de leche de cisternas se
registraron los mayores valores de RCS en verano (374090 cél/ml) seguido de
otofio (344370 cél/ml) y primavera (343720 cél/ml) (De Torres, Facultad de
Veterinaria, UdelaR, comunicacion personal). En este mismo estudio se relevo
el RCS por region. La region litoral norte mostré los mayores valores de RCS
(396310 cél/ml), seguido de la region litoral sur (335330 cél/ml), region noroeste
(318750 cél/ml) y por ultimo la region centro sur donde se registré el menor
valor de RCS (306360 cél/ml). Actualmente, en el sistema de pago por calidad,
ademas de los parametros higiénicos sanitarios, se fija un minimo de 2,9 g/100g
de materia grasa y 2,7 g/100g de proteina total para que la leche pueda ser
remitida a planta (MGAP, 2013). Este ultimo componente es el de mayor
impacto sobre el precio obtenido por el productor y es particularmente
importante para las industrias, principalmente las que tienen a los quesos como
principal producto de elaboracién. Las industrias fijan el precio de la leche en
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base a la composicion promedio de la leche remitida. Por encima de ese valor
la industria paga por kg de grasa y proteina. Ese precio esta determinado en un
30% por la grasa y un 70% por la proteina (fuente: comunicacion personal PILI,
2013; Conaprole, 2015). Esto destaca la importancia de la calidad de la materia
prima vinculada a la aptitud industrial. La investigacidon nacional respecto a
calidad composicional de la leche se ha centrado principalmente en los grandes
componentes de la misma (proteina y grasa), no asi a la composicion de la
caseina y sus fracciones. En Uruguay se han reportado valores promedio de
2,88% de proteina en vacas alimentadas con pastura y ensilaje de maiz de
planta entera (Acosta, 2008). Hirigoyen et al. (2012), reportaron valores de
caseina en leche en las diferentes estaciones del afio en Uruguay. Registrando
que invierno y otofo fueron las estaciones con valores mas altos (2,62 y 2,55%,
respectivamente) seguido de primavera (2,53%) y verano con los menores
valores promedio (2,46%). En un estudio mas reciente (2013-2014), en donde
se monitoreo la calidad de la leche recibida en plantas, de todas las industrias
lecheras de Uruguay, se reportaron valores de 2,48%+0,08 de caseina (valor
promedio anual). En relacién a las fracciones de caseina, en nuestro pais en el
mismo estudio se obtuvieron los siguientes resultados (expresados en
porcentaje de caseina total): a-caseina 1,21+£0,10, B-caseina 0,86+0,09 y k-
caseina 0,41+0,04 (De Torres, Facultad de Veterinaria, UdelaR comunicacién
personal). Por otro lado, Artegoitia (2013), en su trabajo registro valores de [3-
caseina de 445,64 + 3,96 g/kg y de k-caseina 83,49 * 2,37 g/kg.

En Uruguay y principalmente en la region litoral norte existe poca informacion
respecto a los porcentajes de caseina y fracciones en leche de tanque, asi
como su variacidén estacional. En relacién a la calidad higiénico-sanitaria de
leche de tanque, si bien existe informacion sobre RCS y recuento bacteriano, no
existe informacion publicada de su variacidbn estacional, ni del perfil
microbiolégico del tanque en estos establecimientos (psicrotrofos, termoduricos,
principales microorganismos causantes de mastitis). Este perfil es de suma
importancia para evaluar la calidad de la leche que llega a la industria. Por lo
tanto, en este estudio se propone describir la variacién estacional de la calidad
higiénico-sanitaria, porcentajes de caseina y fracciones de caseina de la leche
de tanque en predios de la region litoral norte del pais. Ademas de estudiar la
influencia del tiempo de almacenamiento en tanque y el tamafo del rodeo sobre
las variables de calidad higiénico-sanitaria.



2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

2.1 CALIDAD HIGIENICO-SANITARIA

2.1.1 Calidad sanitaria de la leche

La calidad sanitaria se evalua a través del recuento celular, dado que uno de los
componentes iniciales de la respuesta inflamatoria es la migracion de leucocitos
polimorfonucleares (PMN) al tejido mamario produciendo un aumento del RCS
de la leche. ElI RCS es utilizado como indicador de la prevalencia de mastitis
subclinicas en vaca lechera (Harmon, 2001). Este recuento tiene una
importante influencia en la composiciéon de la leche, siendo determinante para
obtener un producto con buen rendimiento y de buena calidad. Vincular la
presencia de mastitis en el rodeo lechero con la calidad de la leche es de suma
importancia. Mastitis, es una enfermedad multifactorial con una alta prevalencia
a nivel de los rodeos lecheros (Seegers et al. 2003). Es considerada de gran
importancia econdmica en el mundo (Swinkels et al. 2005) ya que genera
importantes pérdidas a los principales actores de la cadena lactea. A nivel
primario al ser una enfermedad muy persistente genera pérdidas por
disminuciéon de la produccion de leche, aumento de los costos de produccion,
pérdidas en el precio por reduccion de la calidad (Rabello et al. 2005; Seegers
et al. 2003; Swinkels et al. 2005; Wellenberg et al. 2002; Dos Santos et al.
2002), aumento en el numero de tratamientos clinicos y descarte temprano de
vacas (Ceron et al. 2002). A lo que se suma el riesgo potencial de diseminacion
de patdgenos a las vacas que no estan infectadas y reduccién de la fertilidad en
la lactancia temprana (Barkema et al. 2006), ademas de las pérdidas generadas
a la industria lactea (Dufour et al. 2012; Boulanger et al. 2003). Se han estimado
pérdidas econdmicas en el mundo de 35 billones de ddlares americanos
anuales por esta enfermedad (Wellenberg et al. 2002). Los costos anuales de
pérdidas por mastitis (clinica y subclinica) en EEUU han sido estimados en 1,5
a 2 billones de ddlares. Mientras que las pérdidas de produccion de leche
debidas soélo a mastitis subclinicas y a altos costos por reposicién de vacas con
altos RCS fueron estimados en 960 millones de doélares (Wells et al. 1998). En
nuestro pais y en la regidn no hay datos recientes acerca de las pérdidas
econodmicas causadas por esta enfermedad. En Uruguay las pérdidas por
mastitis fueron estimadas en U$S 21345000, segun la incidencia registrada en
ese momento (Gianneechini et al. 2002a). En ese mismo estudio se calcularon
las pérdidas teodricas anuales en cada establecimiento lechero segun el nivel de
RCS, observando que con niveles de 300000 cél/ml las pérdidas econdmicas
por mastitis eran de U$S 5700 anuales, mientras que con RCS de 500000
cél/ml las pérdidas se incrementan a U$S 12006. La mastitis se puede
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presentar en forma: clinica o subclinica. Mastitis clinica, es aquella en la que se
presentan alteraciones facilmente detectables tanto en la leche (grumos,
coagulos, cambios de coloracion, apariencia acuosa) como en la ubre
(inflamacién, dolor, temperatura). Estos sintomas pueden permanecer locales o
generalizarse y ocasionalmente resultar en una infeccién sistémica. En caso
de ausencia de signos visibles, se denomina mastitis subclinica y se puede
diagnosticar de forma indirecta a través del RCS (Signorini et al. 2003). En
Uruguay se ha encontrado una elevada prevalencia de mastitis subclinica (50%)
(Gianneechini et al. 2002b y 2005), en comparacion con otros paises como
Finlandia y Australia (29% y 30% respectivamente) (Plozza et al. 2011; Pitkala
et al. 2004). Con relacion a la incidencia de mastitis clinica 10,9 cada 100
vacas- afo riesgo presentaron esta enfermedad en la cuenca Sur en el afo
2002-2003 (Gianneechini et al. 2005). La reduccién en la produccion de leche
atribuida a mastitis subclinica, ocasiona un 70-80% del total de las pérdidas
(Gianneechini et al. 2002a). La mastitis subclinica es un gran problema en la
industria, muchas veces no es detectada y la leche es remitida dando grandes
variaciones en los aislamientos de microorganismos causantes de mastitis en
leche de tanque. EI RCS en leche de tanque esta muy influenciado por la
prevalencia e incidencia de mastitis clinica y subclinica en el rodeo (Olde
Riekerik et al. 2006). Depende principalmente de la infeccion intramamaria y en
menor medida de la paricion, estado de lactacion, tipo de instalaciones, acceso
a la pastura, manejo y factores medioambientales (temperatura, humedad y
estacion) (Olde Riekerink et al. 2007). EI RCS es considerado como un
indicador de la calidad de la leche en muchas especies, especialmente
rumiantes y humanos (Hunt et al. 2013; Sharma et al. 2011). En bovinos cuando
el RCS estad por encima de 200000 cél/ml se considera que la ubre esta
inflamada. En la Union Europea cuando el RCS es superior a 400000 cél/ml, la
leche no es apta para el consumo humano (Li et al. 2014). El limite legal de
RCS de aceptacién por parte de las industrias varia entre los diferentes paises,
por ejemplo en Canada y USA es de 500000 cél/ml y 750000 cél/ml
respectivamente (Olechnowicz y Jaskowski 2012; Schwarz et al. 2011). En
Uruguay como se dijo anteriormente, segun el decreto que entr6 en vigencia en
el ano 2013, en noviembre de 2016 el limite de aceptacion en la industria sera
de 400000 cél/ml (Cuadro I). En cuanto a la relacion entre el RCS y las pérdidas
en produccién y composicién de leche Bartlett et al. (1990), reportaron que no
se producen pérdidas en produccién de leche con recuentos celulares de leche
mezcla menores o iguales a 250000 cél/ml. Si dichos recuentos aumentan a
400000 cél/ml las pérdidas por leche que se deja de producir son del orden del
5-6 %.

La calidad sanitaria juega un rol muy importante en la composicion de la leche,
dado que la inflamacién de la glandula mamaria produce alteraciones no sélo
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en la produccion sino también en la composicidén de la leche y sus propiedades
fisico-quimicas. Se ha demostrado relacion entre el RCS y la disminucién de la
caseina (por efecto de la protedlisis), resultando en efectos negativos sobre el
rendimiento quesero (Barbano et al. 1991, Forsback et al. 2010, Barbosa et al.
2013). La protedlisis de la caseina tiene dos origenes: el primero relacionado
con el deterioro de la ubre infectada lo que incrementa la cantidad de proteasas
endogenas, especialmente aquellas del sistema plasmina-plasmindégeno
(Albenzio et al. 2004), el segundo mediante los microorganismos que pueden
secretar proteasas exogenas resistentes al calor las que se podrian producir
durante el almacenamiento en frio (Guerrero et al. 2003). Por lo que la
protedlisis que se da en la leche es debida a proteasas nativas y también a
proteasas producidas por bacterias psicrétrofas durante el almacenamiento de
la leche (Fajardo-Lira et al. 2000). Estos cambios en el contenido de proteina,
grasa, lactosa, iones y enzimas que componen la leche son producidos en parte
porque se afecta la actividad de sintesis del epitelio de la glandula mamaria. Ha
sido reportado hasta un descenso del 10% en el contenido de lactosa, 9% en el
contenido graso y hasta un 18% en el porcentaje de caseina (Harmon, 1994).
Estos cambios son de importancia para determinar el valor nutricional del
producto y de gran significancia tecnolégica para la obtencion de los diferentes
subproductos de la leche. En este sentido, Barbano et al. (1991) y Forsback et
al. (2010), reportaron disminucién en los porcentajes de caseina y fracciones de
caseina cuando los RCS estaban por encima de 100000 cél/ml (incluida a y B
caseina) a causa de una menor sintesis de los componentes en la glandula
mamaria, o al aumento de la actividad enzimatica. Dohoo y Meek (1982),
reportaron que valores de caseina, lactosa y grasa disminuyen con RCS por
encima de 250000 cél/ml. Por otro lado, muchos estudios indican que un alto
RCS en leche tiene un efecto negativo sobre los productos lacteos. Le Roux et
al. (2003), observaron que con RCS por encima de 100000 cél/ml aumenta la
actividad de la enzima plasmina afectando negativamente las caracteristicas de
los derivados lacteos. Otros autores, reportaron que por encima de 100000
cél/ml en leche destinada a la elaboracién de quesos, aumentaron las pérdidas
de proteina en el suero, obteniendo mayor tiempo de formacién de coagulacién
y cuajadas mas débiles (Politis et al. 1988).

Diferentes tipos de microorganismos son fuente de infeccion para la ubre a
través de su penetracion por el orificio del pezdn. Los microorganismos que
causan mastitis se pueden agrupar en contagiosos, ambientales u oportunistas.
La fuente primaria de infeccion para los patégenos contagiosos es la glandula
mamaria infectada, desde donde los patdégenos son diseminados principalmente
durante el ordefie (Smith y Hogan, 1995). Se consideran microorganismos
contagiosos: S.aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Corynebacterium bovis (Saran y Chaffer, 2000) y Mycoplasma spp. (Fox y Gay,

8



1993). La mastitis causada por S. aureus en la vaca lechera es de distribucion
mundial (Dos Santos et al. 2002). Es responsable de la mayoria de las mastitis
bovinas en muchos paises, contaminando la leche y subproductos (Jorgensen
et al. 2005a). En un estudio realizado en la cuenca tradicional de Uruguay se
obtuvo que la prevalencia de mastitis subclinica fue de 50% donde el 48% de
los aislamientos fueron S. aureus, con un 6% adicional combinado con
Streptococcus (Gianneechini, 2005). Staphylococcus aureus es considerado un
microorganismo muy dificultoso de controlar una vez que ha comenzado su
diseminacion, dado que los animales son la principal fuente de infeccién. Se
encuentra primariamente en la ubre, siendo facilmente detectable en leche de
tanque. Ademas, al ser la ubre la principal fuente de infecciéon se transmite
basicamente a través de la maquina de ordefie (Saran y Chaffer, 2000). Este
microorganismo puede vivir varios meses en lesiones del pezén y en otras
localizaciones del cuerpo de la vaca y cuando es hallado en leche de tanque,
puede ser indicador de infecciones intramamarias en los rodeos (Olde Riekerink
et al. 2006). A su vez al producir toxinas termoestables es de gran importancia
en las intoxicaciones alimentarias, principalmente en el caso de los quesos
artesanales (elaborados con leche cruda) representando un gran riesgo para la
salud publica (Jorgensen et al. 2005b). Por otro lado, se ha demostrado que las
infecciones causadas por S. aureus afectan la produccion y composicion de la
leche (Reksen et al. 2007). En relacion a la composicion, Barbosa et al. (2013),
reportan que S. aureus afectd negativamente el contenido de solidos no grasos
de la leche (SNG) y materia grasa (MG). En leche de tanque S. aureus y Str.
agalactiae se utilizan como complemento para monitorear la calidad de la leche
del establecimiento, junto con el recuento bacteriano total, psicrétrofos y
termoduricos (Gillespie et al. 2012). Como dijimos anteriormente el limite de S.
aureus en leche de tanque en Uruguay es de 1000 ufc/ml (MSP, 1994),
mientras que en vaca individual se consideran como “bajos” recuentos menores
a 1500 ufc/ml y “altos” mayores a 1500 ufc/ml (Reksen, 2007).

2.1.1.1 Factores de variacién de la calidad sanitaria de la leche

A pesar que las infecciones intramamarias son la mayor causa de variacion del
RCS (Schepers et al. 1997), existen otros factores como estado de lactacion,
estacion, nivel de produccién de leche y numero de lactancias que hacen variar
el recuento celular (Sevi et al. 2001). Estos ultimos afectan el RCS pero no
hacen variar el status de un establecimiento de “sano” a “enfermo”. Durante las
infecciones aumentan los PMN en leche disminuyendo su calidad (Li et al.
2014). Ademas existe una relacion negativa entre el RCS y la produccion de
leche (Hand et al. 2012), se ha reportado que durante el verano el RCS se
incrementa y disminuye la produccion de leche (Smith et al. 2000; West, 2003).
En rodeos con partos estacionales el RCS en leche de tanque tuvo un patrén
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estacional observandose los mayores niveles en verano-otofio y los mas bajos
en primavera (Sargeant et al. 1998). Los patrones estacionales también pueden
ser observados en el RCS en vacas individuales, registrando recuentos
generalmente mas altos en verano (Olde Rieckerink, 2007). En este sentido,
Green et al. (2006), sugieren que parte de la variacion estacional en el RCS en
leche de tanque es causada por la larga proporcidon de vacas con altos
recuentos individuales en verano. Esta situacion es evidente en vacas que han
presentado mastitis en algun momento de lactancia (De Hass et al. 2002). Al
final de la lactancia, la baja produccién de leche podria aumentar el RCS en
leche de tanque por menor efecto dilucidn (cuando los RCS no superan las
250000 cél/ml) (Ferreira et al. 2015). Cuando los RCS estan por encima de
250000 cél/ml el incremento en el RCS es independiente de la produccion, el
que aumenta por un mayor numero de infecciones intramamarias en el rodeo.
En relacién a esto, Pighetti et al. (2015), reportaron que con valores de RCS de
388000 cél/ml en leche de tanque, el RCS fue independiente de la produccion y
de la estacién. En vacas individuales, Halasa et al. (2009), registraron que las
vacas de alta produccion presentaron bajos RCS, por lo que podria
considerarse el efecto dilucidon en estos animales. Sugiriendo que en este caso
el RCS podria no reflejar el estado sanitario de la vaca de alta produccién.
Green et al. (2006), también demostraron que bajos RCS han sido
inversamente relacionados con alta produccion de leche, lo que estaria dado
por un efecto dilucion. Este efecto fue demostrado en bajos RCS (<50000
cél/ml), lo que sugiere una subestimacion de los RCS en vacas de alta
produccion, pero no ha sido demostrado en recuentos altos. Por otra parte, en
las épocas en que aumenta la temperatura ambiental, la vaca tiene mayor
susceptibilidad de adquirir nuevas infecciones intramamarias (Olde Riekerink et
al. 2007). Como se menciond anteriormente S. aureus es el microorganismo
causante de mastitis mas prevalente en Uruguay (Gianeechini et al. 2002b), por
lo que en verano aumentaria la posibilidad de aislar dicho microorganismo en
leche de tanque. También se ha reportado que la vaca tiene mayor riesgo de
adquirir infecciones dos semanas antes y después del parto (Oliver et al. 1988).
Los Staphylococcus coagulasa positiva, principalmente el S. aureus son
adquiridos tanto del ambiente como a través de la transmision vaca a vaca a
partir de rebafos infectados (Ruegg, 2012). Aunque la mayor fuente de
contagio es la transmision vaca-vaca (De Torres, 2010). Staphylococcus aureus
fue aislado de la piel de la ubre y pezones de bovinos, piel de las manos de
humanos, de otros animales no bovinos, aire y equipamiento (Roberson, 1994).
Por esta razén, son muy importantes las condiciones de higiene y el control
sanitario para determinar posibles portadores. Este microorganismo puede
llegar a la leche cruda a través de la ubre y canal del pezén (particularmente si
hay lesiones presentes) (Keefe, 2012), contaminando los productos lacteos.
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Sobre la estacionalidad de S. aureus en leche de tanque, Signorini et al. (2003),
encontraron que otofo fue la estacion donde se registraron mayores
aislamientos. Coincidiendo ademas, que en esta estacion se encontraron los
mayores aislamientos en manos del ordefador y ubre, aunque en bajos
recuentos (10 ufc/ml y ubre 140 ufc/ml). Por otro lado, Zucali et al. (2011),
obtuvieron mayores recuentos de Staphylococcus coagulasa positiva en
invierno y concluyeron que un motivo podria ser que algunas bacterias de este
grupo de microorganismos como S. aureus forman “biofilms” en la piel de la
ubre y también en la maquina de ordefie (Fox et al. 2005). Este tipo de biofilms
son resistentes a los agentes antimicrobianos y durante el invierno, el descenso
en la temperatura del agua en el ciclo de lavado de la maquina de ordefie,
puede facilitar su supervivencia (Costerton et al. 1999). Existen estudios sobre
la prevalencia de microorganismos patdgenos para el hombre que se pueden
transmitir por leche y productos lacteos (Jayarao et al. 2004) pero las
condiciones de produccion de esos estudios son muy diferentes a las de
Uruguay. En este sentido, la mayoria de los estudios que provienen de la UE,
fueron realizados en establecimientos estabulados y con tamanos del rodeo que
no superan en promedio las 100 vacas en ordefie (Hill et al. 2012).

En los ultimos afios en Uruguay y a nivel mundial ha habido una tendencia a
disminuir el numero de explotaciones lecheras manteniéndose o incluso
aumentando la produccion de leche total del pais. En Uruguay aumento el
tamano de los establecimientos lecheros en comparacion con afios anteriores
(mayor numero de animales) por explotacion (DIEA, 2015). Esto ha sido de gran
preocupacion a la industria lechera de algunos paises, ya que este aumento en
el tamano de las explotaciones podria generar consecuencias en la calidad de
la leche y por ende afectar a la industria lechera (Archer et al. 2013). En este
tema la bibliografia es contradictoria. En un trabajo realizado en EEUU por
Allore et al. (1997), observaron que los rodeos mas chicos presentaron mayores
porcentajes de muestras con recuentos mayores de 500000 cél/ml, en
comparacion con los rodeos mas grandes (mayor a 62 vacas en ordeno).
Sugiriendo que el efecto del aumento en el RCS es mas notorio en rodeos de
menor tamafo. Estos resultados son consistentes con otros publicados mas
recientemente, quienes observaron que los rodeos mas grandes tuvieron menor
RCS (Oleggini et al. 2001), explicado por las diferentes medidas de manejo y
rutina de ordefie. En contraposicion a esto, en un trabajo realizado en Irlanda se
encontré que el aumento del tamafio de los rodeos estuvo asociado a un
aumento del RCS. Este aumento se puede deber al mayor riesgo de
transmision de patdogenos y mayor susceptibilidad de los cuartos en rodeos de
mayor tamafo (Archer et al. 2013). Lo que puede atribuirse a malas practicas
de manejo, cantidad de personal no acorde al tamafo del rodeo y rotacion del
mismo. Problemas durante la rutina de ordefie (aumentando el riesgo de
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exposicidon a microorganismos contagiosos), mal manejo de la alimentacion,
camas, entre otros. Esto coincide con trabajos previos, donde también se
asociaron altos promedios de RCS con tamarfio de rodeos grandes (Barkema et
al. 1998).

2.1.2 Calidad higiénica: recuento bacteriano, psicrétrofos y termoduricos

La calidad de la leche cruda y pasteurizada como de los productos lacteos
derivados es la consecuencia de todas las actividades desarrolladas durante el
proceso de produccién, desde las granjas hasta la transformacion en la
industria lactea (Vilar et al. 2011; WHO/ FAO, 2008). La leche bovina debido a
sus componentes, contiene los requerimientos nutricionales necesarios para el
crecimiento del ternero (Haug et al. 2007). Esto lleva a que también sea una
excelente matriz para el crecimiento de un gran numero de microorganismos
deteriorantes y patogenos para el ser humano (Hill et al. 2012). La
contaminaciéon de la leche cruda puede ocurrir a partir de la ubre
(microorganismos asociados a mastitis), de microorganismos del ambiente de
las superficies de la ubre y el pezdn y de inadecuadas medidas de limpieza y
sanitizacion del equipamiento de ordene. Insuficiente capacidad de frio y
prolongados tiempos de almacenamiento también pueden aumentar el conteo
bacteriano por aumento del crecimiento durante el almacenamiento de la leche
(Elmoslemany et al. 2009). Esto hace que no siempre sea sencillo de
determinar la causa de un alto conteo bacteriano en leche (Murphy y Boor,
2000). El recuento de mesofilos aerobios totales (RMAT) lo constituyen
bacterias que crecen entre 30 — 35°C en condiciones aerobias, provenientes de
la piel de los pezones, las heces, manos del ordefiador, equipos, suelo, agua,
etc. Su importancia radica en que reflejan la calidad higiénica de la materia
prima y la forma en que fue manipulado el producto. Cuanto mayores sean los
valores del recuento bacteriano, menor vida util. Un RMAT alto nos indica:
materia prima no apta para consumo, malas practicas de manipulaciéon en su
elaboracién, mayor riesgo de que existan microorganismos patégenos (APHA,
2001). Hayes et al. (2001), consideran que en particular el recuento bacteriano
es el de mayor interés para el productor porque influye en el precio de la leche y
se dan incentivos cuando su recuento es bajo. En Uruguay, existen
bonificaciones por parte de la industria, cuando el recuento bacteriano es menor
a 50000 ufc/ml (Conaprole 2015). Los ultimos datos disponibles nacionales
muestran que en el periodo noviembre-enero (2015-2016), la media geométrica
de las 3822 muestras analizadas fue 46 x 10° ufc/ml (Colaveco, 2015). Por lo
que el recuento bacteriano, nos muestra la eficiencia de los procedimientos de
limpieza y las temperaturas de almacenamiento de la leche y secundariamente
la higiene de las ubres que ordefnamos. El andlisis de leche de tanque, es
usado por las industrias lacteas, veterinarios y productores de leche como
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indicador de la calidad (Gillespie et al. 2012). A través de un perfil
microbiolégico de la leche del tanque se puede prevenir y actuar sobre los
posibles puntos de contaminacion. Un alto recuento bacteriano en tanque
ademas de ser un indicador de higiene del ordene, afecta la calidad de la leche
pasteurizada y productos lacteos disminuyendo la vida util y sus caracteristicas
sensoriales (Barbano et al. 2006). Es de gran importancia en los casos en que
esa leche es utilizada para la elaboracion de quesos, debiendo tener para la
elaboracion de estos productos recuentos particularmente bajos (Innocente y
Biasutti, 2013). De acuerdo a la reglamentaciéon de la Union Europea,
(European Unién, 2004) los predios remitentes a plantas elaboradoras de
quesos deben tener recuentos bacterianos por debajo de 100000 ufc/ml. El
enfriamiento rapido y el mantenimiento en frio favorece el crecimiento de
bacterias psicrotrofas dando un cambio en la microbiota nativa de la leche, con
predominio de Gram negativos (Barbano et al. 2006). La poblacién bacteriana
Gram negativa luego del almacenamiento en frio por periodos prolongados
puede constituir hasta mas del 90% de la microbiota total (Martins et al. 2006).
Los microorganismos psicrétrofos se definen como microorganismos mesofilos
que se adaptaron a crecer a temperatura de refrigeracién, por lo que al
aumentar el RMAT aumentaria también el numero de psicrétrofos. Jay et al.
(200%5), indican que los psicrotrofos sintetizan lipidos neutros y fosfolipidos que
contienen una proporcion mas elevada de acidos grasos insaturados cuando
crecen a bajas temperaturas en comparacion con temperaturas mas elevadas.
Este aumento en el grado de insaturacion de los acidos grasos, implica un
descenso en el punto de fusion de los mismos y tiene la funcién de mantener
los lipidos en estado liquido con mayor movilidad, con lo que permite a la
actividad de la membrana continuar su habitual cometido. Son capaces de
crecer a temperaturas de 7°C o inferiores aunque su temperatura 6ptima de
multiplicacion es superior. Si bien son eliminados durante la pasteurizacion de
la leche, algunas de sus enzimas (lipasas y proteasas) son termorresistentes y
generan importantes cambios negativos en la calidad de los productos lacteos.
Numerosos microorganismos psicrotrofos han sido aislados de leche cruda:
Pseudomonas (Ps.), Enterobacter, Flavobacterium, Klebsiella, Aeromonas,
Acinetobacter, Alcaligenes y Achromobacter (Hayes, 2001). Estos
microorganismos pueden encontrarse ampliamente distribuidos en el ambiente:
suelo, agua y formando parte de la microbiota normal de animales y del
hombre. Las mas frecuentemente aisladas en leche cruda son algunas especies
como Ps. fluorescens, Ps. fragi, Ps. aeruginosa y Ps. Putrefaciens (Signorini et
al. 2003). Los psicrétrofos al provenir del ambiente también son considerados
indicadores de calidad higiénica de la leche, por lo que si no hay una correcta
limpieza de la ubre antes del ordefie, la leche puede contaminarse con
microorganismos que provienen de estos origenes (Hayes et al. 2001). En
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algunos paises el recuento de psicrétrofos se utiliza como complemento para
determinar la calidad de la leche y es requerido principalmente cuando la leche
sera sometida a determinados procesos tecnologicos especificos. Por ejemplo,
los limites reglamentarios para calidad higiénica en Republica Checa segun el
Veterinary Care Act No. 166/1999 citado por Cempirkova (2002), estan fijados
en < 100000 ufc/ml de recuento bacteriano y < 50000 ufc/ml de psicrotrofos. En
el caso de que la leche sea utilizada en procesos tecnologicos, las exigencias
aumentan, utilizando los limites fijados por la UE de <30000 ufc/ml para
recuento bacteriano y <5000 ufc/ml para psicrétrofos (European Union, 2004).
En Escocia se reportaron valores promedio de estos microorganismos a partir
de silos de industrias lacteas, de 1,3 x 10° ufc/ml promedio (2 medias
geométricas mensuales) y un 70,2% de las bacterias presentes pertenecieron al
género Pseudomonas (Mcphee y Griffiths, 2011). Segun Guerrero et al. (2003),
el valor limite aceptado de psicrotrofos por debajo del cual no se generan
perjuicios en la industria (efecto negativo sobre la caseina) es de 10° ufc/ml.
Estos autores afirman que no todos los microorganismos psicrotrofos producen
enzimas caseinoliticas.

Las bacterias termoduricas se caracterizan por ser microorganismos capaces
de resistir temperaturas de pasteurizacion en leche. En los ultimos afios se
incrementaron las campafias de seguridad alimentaria a causa de reiterados
brotes de enfermedades alimentarias trasmitidas por alimentos (Buehner et al.
2014). Esto ha llevado a que se establezca la pasteurizacion como un paso
necesario para el consumo de leche fluida y otros productos lacteos (Gleeson et
al. 2013). En Uruguay la pasteurizacion es obligatoria para el consumo de leche
fluida (MSP, 1994). Aun asi este procedimiento aplicado en las industrias
lacteas para la eliminacion de los microorganismos patdégenos en leche, no
inactiva completamente los microorganismos termoresistentes. Algunas esporas
altamente resistentes al calor pueden sobrevivir al proceso de UHT e incluso a
los procesos de secado por aspersion y persistir en polvos pasteurizados
(Buehner et al. 2014). La Food and Drug Administration (FDA) en EEUU declaré
a los microorganismos termoduricos, termdfilos, psicrotrofos y bacterias
formadoras de esporas como los microorganismos que presentan el mayor
riesgo de deterioro en productos lacteos (Hull et al. 1992). El recuento de
termoduricos es usado como indicador de sanitizacion de los equipos en la
industria y los establecimientos (Gillespie et al. 2012). Recuentos entre 100 y
200 ufc/ml son indicativos de una adecuada limpieza y sanitizacién de los
sistemas de ordefio (Jayarao et al. 2004). Dentro de los microorganismos
termoduricos Bacillus cereus es el mas comunmente encontrado en leche y
productos lacteos (Janstova et al. 2006). Es considerado un microorganismo
termodurico, dado que sus esporas pueden sobrevivir a los procesamientos
térmicos utilizados en la industria (Cronin y Wilkinson, 2008). Ademas algunas
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especies se pueden multiplicar a temperaturas de refrigeracion por lo que
también es considerado un microorganismo psicrotrofo (Zhou et al. 2010).
Bacillus spp. produce proteasas y lipasas extracelulares y fosfolipasas
(lecitinasa) resistentes a los tratamientos térmicos, comparables con las
enzimas producidas por Pseudomonas (Meer et al. 1991). La combinacién de
estas caracteristicas en una especie microbiana denota un gran potencial
deteriorante (Matta y Puniji, 1999). La contaminacién de leche cruda por esporas
de B. cereus han sido relatadas como la principal causa de la presencia de
eéstos microorganismos en leches procesadas (Svensson et al. 2004). Las
esporas de los microorganismos termoduricos pueden encontrarse en
productos procesados, como leche pasteurizada y crema almacenada,
disminuyendo su vida util (Hill et al. 2012, Griffiths, 1992). Para asegurar la vida
util de la leche pasteurizada, es necesario que cumpla con un limite maximo de
esporas de B. cereus de 3 esporas/ml log (Walstra et al. 2001). En los
productos deshidratados adquieren principal importancia, debido al efecto de la
concentracion. Ademas al tener prolongada vida util, estos productos son los
mas propensos al deterioro causado por estos microorganismos (Buehner et al.
2014).

Como se menciond anteriormente, a nivel internacional las industrias han
incorporado para calificar y bonificar la leche por su calidad, otros parametros
como recuento de psicrotrofos, termoduricos, aislamientos de S. aureus entre
otros (Gillespie et al. 2012). Mientras que la reglamentaciéon de Uruguay sélo
toma en cuenta RCS y recuento bacteriano. Por lo tanto, psicrétrofos y
termoduricos son de gran importancia en la calidad de la leche que va a ser
industrializada principalmente por sus efectos sobre la composicién. Las
enzimas lipoliticas y proteoliticas que ellos producen causan deterioro durante
el almacenamiento de la leche y productos lacteos (Jay et al. 2005). Gebrte-
Egziabher et al. (1980), sefialan que estas proteasas encontradas en la leche
cruda, son producidas por bacterias psicrétrofas, en especial del género
Pseudomonas. Fajardo-Lira et al. (2000), demostraron que estos
microorganismos crecieron en leche cruda a 7°C por 3 dias. Ademas
observaron produccidon de proteasas extracelulares que causan un aumento en
la actividad de la plasmina, hidrolizando la caseina y disminuyendo los niveles
de la misma (recuento por encima de 10" ufc/ml). Este aumento en la actividad
de la plasmina podria afectar la calidad de los quesos u otros subproductos de
la leche. En el caso de los termoduricos, se ha reportado que B. cereus también
puede liberar proteasas que degradan la caseina deteriorando la leche. La k-
caseina es la fraccidn proteica mas afectada por la hidrdlisis. Luego de 7 dias
de almacenamiento a 20°C toda la k caseina es convertida a para-k-caseina,
mientras que B-caseina se reduce un 70%. Ademas como parte del deterioro
que causa este microorganismo en la leche, se ha observado que libera
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péptidos de bajo peso molecular causando sabores indeseables en leche
(Janstova et al. 2006).

2.1.2.1 Factores de variacién de la calidad higiénica de la leche

En relacion al recuento de mesdfilos, existen varios estudios que afirman que el
efecto estacional es de gran significancia en la produccién de leche de calidad
en cuanto a su higiene (Cziszter et al. 2012). Elmoslemany et al. (2010), en
Canada, determinaron que los altos recuentos de bacterias en verano y
primavera estan relacionados a temperaturas ambientales mas altas que
favorecen la rapida multiplicacion bacteriana. Algunos autores demostraron que
el recuento bacteriano total en la leche de tanque estaba influenciado por los
procedimientos en la rutina de ordefie. Esto incluye la implementacion y
mantenimiento de practicas de limpieza y desinfeccion tanto del equipo de
lecheria como también la utilizacion de pre sellado y post sellado, los cuales
influyen significativamente en la mejora de la calidad de la leche (Zucali et al.
2011). Aunque para recuentos por debajo de 50000 ufc/ml lo que mas influye es
la higiene. Elmoslemany et al. (2010), encontraron que existe una asociacion
entre la higiene de la ubre y el recuento bacteriano en la leche de tanque, ya
que el grado de suciedad de las ubres pre ordefie estaba positivamente
asociado al recuento bacteriano total y al recuento de psicrotrofos en la leche
de tanque. Al igual que para el recuento bacteriano, estos autores, encontraron
que un factor de riesgo asociado al aumento de psicrétrofos en leche de tanque
es la higiene de la ubre pre ordefie. Ademas obtuvieron recuentos mas altos de
estos microorganismos en la primavera y determinaron que las variaciones
estacionales eran influenciadas tanto por las practicas en la rutina de orderie, el
ambiente y la higiene de las vacas. En este sentido, Keefe (2012), afirma que el
secado de las tetas es una “regla de oro” en la rutina de ordefie, porque
remueven la materia organica y el desinfectante pre ordefie de la piel de la ubre
y pezones y produce ademas una buena estimulacion para el mecanismo de
bajada de la leche. Bacillus cereus puede llegar a la leche desde el medio
ambiente del establecimiento o por una recontaminacion durante los procesos
en la industria (Lin et al. 1998; Svensson et al. 2000). En el establecimiento, la
leche de tanque puede ser contaminada por esporas de B. cereus desde el
alimento, suelo, pezones sucios o superficie de los equipos de ordefio (Slaghuis
et al. 1997). El origen de estos microorganismos puede ser diferente segun el
sistema productivo y el manejo de los animales. Estos autores en trabajos
realizados en Suecia, reportaron que en pastoreo la contaminacion por el suelo
es dominante, mientras que en los animales estabulados la principal fuente son
los alimentos concentrados. Ademas, el agua residual del lavado de los equipos
y el material de la cama en animales confinados también puede ser una
importante fuente de contaminacion (Magnusson et al. 2007). Es importante
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destacar que la concentracién de este microorganismo puede incrementarse
luego de la contaminacion inicial, durante un incorrecto almacenamiento de la
leche en el establecimiento (Vissers et al. 2007), debido al tiempo y temperatura
de almacenamiento de la leche en el tanque que favorecen su multiplicacion
(Svensson et al. 2004). Por otro lado, B. cereus presenta la capacidad de
producir biofilm en las superficies de los equipos utilizados en el establecimiento
y en la industria, siendo dificiimente removido por los procedimientos de
limpieza de rutina (Shaheen et al. 2010). En relacion a la variacion estacional,
Maziero y Bersot (2011), reportan mayor incidencia de B. cereus en leche y
productos lacteos en verano y primavera. En este sentido, Te Giffel et al.
(1995), reportan la mayor concentracion de este microorganismo en verano y
temprano otofio. Algunos atribuyen este aumento al manejo durante el verano,
al aumentar el tiempo de pastoreo, se incrementa la exposicion de las ubres a
la suciedad del suelo, y por tanto la contaminacién (Slaghuis et al. 1997). Por
otro lado, la contaminacién en la leche también puede ocurrir en animales
estabulados, siendo en este caso el material de cama, material fecal, alimento,
aire y equipamiento de ordefie las principales fuentes de contaminacion
(Christiansson et al. 1999). En este sentido, fue reportada una correlacion
positiva entre las esporas de B. cereus de alimentos concentrados y heces con
las halladas en la leche (Magnusson et al. 2007).

La influencia de la rutina de ordefie en la calidad higiénica de la leche esta
estrechamente relacionada al tipo de sistema de produccion y a la rutina
utilizada. Es de destacar que la mayoria de los trabajos estan hechos en
sistemas de produccion con largos periodos de estabulacion y rutinas
“‘completas” (pre sellado, secado luego del lavado, despunte y post sellado).

2.2 CASEINAY FRACCIONES DE CASEINA EN LECHE

La leche bovina juega un papel central en la nutricion humana, determinado por
los aspectos nutricionales de sus componentes (Bauman et al. 2006). La leche
esta constituida en su mayoria por agua (85,3 - 88,5%), lactosa (3,8 - 5,3%),
proteina (2,3 - 4,4 %), grasa (2,5 - 5,5%), minerales y vitaminas (Walstra et al.
2006). Su relevancia nutricional radica fundamentalmente en la fraccion lipidica
formada principalmente por acidos grasos saturados y la fraccion proteica
donde se distinguen las caseinas (Walstra et al. 2001).

2.2.1 Sintesis de caseina en la glandula mamaria

Las caseinas se sintetizan en las células secretoras de la glandula mamaria
agrupadas en forma de alvéolos conectados al tejido ductal. Son células
epiteliales que poseen caracteristicas biosintéticas y secretorias especializadas,
con numerosas mitocondrias, una extensa red de reticulo endoplasmico rugoso,
y un aparato de Golgi bien desarrollado. Se secretan, en estructuras llamadas
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micelas de caseina y se encuentran yuxtapuestos a la membrana apical de
estas células. Las células epiteliales secretoras estan rodeadas por una capa
de células mioepiteliales, las cuales se pueden contraer y liberar leche en los
conductos en respuesta a la oxitocina (Farell et al. 2006). Las caseinas son las
principales proteinas de la leche constituyendo el 80% del total de las mismas.
Son un complejo de proteinas presentes en la leche en forma de micelas que
contienen calcio, fosfato, magnesio y citrato (estos dos ultimos en pequefias
cantidades) y se caracterizan por precipitar a pH de 4,6 (Walstra et al. 2001).
Los aminoacidos luego que se incorporan en las células epiteliales se utilizan
para la sintesis de las caseinas en los ribosomas del reticulo endoplasmico
rugoso (Farell et al. 2006, Maas et al. 1997). Luego son transportadas a través
del aparato de Golgi donde se fosforilan y se forman las micelas, las que se
secretan desde la membrana apical de la célula a la luz del alvéolo via
exocitosis (Maas et al. 1997). Las caseinas estan compuestas por 4 familias,
as1, as2, B y Kk caseina. La micela de caseina esta formada por submicelas, con
un diametro que fluctua entre 30 — 300 nm (Fox y McSweeney, 2013). Los
enlaces entre las submicelas resultan de una interaccion electrostatica entre los
grupos fosfatos de a-caseina y B-caseina con los iones calcio. De esta manera
se unen las submicelas directamente, o en cadenas en donde se incorpora
fosfato y citrato formando la micela de caseina. La agregacion de submicelas se
producira hasta que la superficie de la micela se encuentre rodeada de k-
caseina, generando una repulsién estérica. La k-caseina poco fosforilada, muy
polar e incapaz de fijar calcio se ubica formando una especie de “casquete”.
Esta fraccion es la de mayor importancia en la industria quesera ya que es
sobre ésta que actua el “cuajo” (quimosina o renina) produciéndose la
coagulacion. La interaccién de k-caseina con las fracciones de a y B-caseina,
genera que todo el complejo formado sea estable y no precipite en presencia de
iones calcio presentes en la leche en pequefia proporcion (Walstra et al. 2001).
Las caracteristicas de las micelas de caseina tienen gran influencia en la
conducta de la leche y los productos lacteos durante el procesamiento industrial
(Scott, 1991). El contenido de calcio y fésforo junto con las caseinas cumplen
un papel muy importante en la capacidad coagulativa de la leche teniendo de
esta manera un pronunciado efecto sobre la elaboracion de los productos
lacteos (Faka et al. 2009). Esto es debido a que estos minerales seran parte
constitutiva de la cuajada y que el Ca?* principalmente, cumple un importante
rol en la actividad enzimatica durante la coagulacion. Como se dijo
anteriormente, la caseinas influyen directamente en la aptitud que tiene la leche
para ser coagulada por el cuajo (Walstra et al. 2001). En la elaboracién del
queso, durante el proceso de coagulacion enzimatica la fraccion k-caseina
constituye el blanco de la enzima renina, actuando entre el aminoacido 105
(fenilalanina) y el 106 (metionina). La especificidad de esta reaccion es un factor

18



muy importante que influye en el rendimiento quesero. Por no precipitar en
presencia de Ca®*, su ubicacion en la micela de caseina y sus caracteristicas
hidrofilas, la k caseina es de gran importancia en la leche debido a que actua
como estabilizadora de la caseinas as1, as 2 y B caseina (Scott, 1991). Mas
alla de la amplia variacién que pueden tener la caseina y sus fracciones en
leche, en el cuadro Il, se muestra un promedio general de su contenido en leche
bovina.

Cuadro II: Composicion de las fracciones de caseina de la leche

Componente Promedio (g/kg) Valor relativo (%)
Caseina(CN) 25 76,2
. 36
caseina aS1 (aS1CN) 9
caseina aS2 (aS2CN) 2,5 10
Caseina B (BCN) 10 40
Caseina k (KCN) 3,2 14

Adaptado de Alais, (1985)

El tamafio de la micela tiene relacion con el rendimiento quesero. Glantz et al.
(2010), observaron que un menor tamafo de micela de caseina mejora las
propiedades de gelificacion, optimizando el paso inicial en el procesamiento del
queso. Walstra et al. (2001), afirman que la proporcion de k-caseina varia
inversamente con el tamafo de la micela, mientras la B caseina mantiene una
relacidon directa. El tamafo de la micela depende en parte de la presencia del
alelo k-CNBB. Se ha observado que cuando hay presencia de este alelo existe
un 40% mas de micelas pequenas en comparacion con el alelo K-CN AA (FIL-
IDF, 1993). Ademas del componente genético, existen otros factores que
influyen en el tamafio de la micela como alimentacion, pH, contenido de calcio
en la leche (Devold et al. 2000) y estacionalidad (Pires, 1999).

2.2.2 Factores de variaciéon de la composicion de la leche

El valor nutricional de la leche esta influenciado por multiples factores como la
estacion, el estado de lactacién, alimentacién, salud de la glandula mamaria,
factores genéticos (Forsback et al. 2010; Heck et al. 2009; Harmon, 1994).

19



Segun Auldist et al. (1996), los factores que ejercen una influencia significativa
sobre la composicién de la leche son factores: a) genéticos asociados a las
distintas razas lecheras, b) nutricionales asociados con la disponibilidad
estacional y cambiante de la calidad de la pastura a lo largo del afo, c)
fisiolégicos asociados con la etapa de lactacién d) patoldgicos relacionados con
la incidencia de mastitis y otras enfermedades. La alimentacién y el manejo de
los rebanos lecheros producen cambios observables a corto plazo en la
composicidon de la leche (Sutton y Morant, 1989). Mientras que el mejoramiento
genético de los rebafos lecheros también tiene un efecto positivo sobre la
concentracion de solidos lacteos, pero su efecto se observa a largo plazo (Dillon
et al. 2006).

2.2.2.1 Efecto de la estacionalidad y la alimentacion sobre la composicién

de la leche

Los cambios de las condiciones climaticas a lo largo del afio afectan el volumen
y la composicién nutricional de la leche. Heck et al. (2009), reportaron una
menor concentracion de grasa y proteina lactea en leche en verano en
comparacion con invierno, debido a las diferentes temperaturas y composiciéon
de los alimentos (Fox y McSweeney, 2013). Ozrenk y Selcuk (2008), registraron
una correlacion inversamente proporcional entre la temperatura ambiental y la
cantidad de leche, grasa y proteina producidas. El DairyCo (2013), informé que
en los afos 2009 a 2013, los niveles de grasa en el Reino Unido disminuyeron
gradualmente en invierno, primavera y verano, seguidos por un gran aumento,
superando 4,20% en otofio y se mantuvieron constantes en otofio e invierno. El
contenido de proteina siguié una tendencia similar pero con menos variacion
(Chen et al. 2014). Ozrenk y Selcuk (2008), quienes evaluaron el efecto de la
estacion sobre la composicidn de la leche reportan porcentajes de grasa y
proteina altos durante el invierno (3,1% para grasa y 2,9% para proteina) y
bajos durante el verano (2,3% materia grasa y 2,7% fraccién proteica). En
Uruguay, las concentraciones medias de grasa y proteinas (%) segun el
promedio nacional, son superiores en otofio e invierno en comparacion con las
estaciones de primavera-verano (Delucchi et al. 2008). Es claro que la
estacionalidad tiene un efecto importante en la produccion y en la composicion
de la leche. Por lo que la leche producida puede ser mas adecuada para la
fabricacion de determinados productos en diferentes épocas del afio (Chen et al.
2014). Estos autores registaron mayores porcentajes de grasa y proteina en
otofio en comparacion con verano, modificando sus propiedades tecnolégicas.
En el caso de la industria quesera la variacion estacional de la composicion de
la leche causa problemas en la manufactura de los productos (Murphy y
O’Brien, 1997). Por ejemplo, al modificarse la composicion de la leche, se
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pueden alterar los tiempos de coagulacién, resultando en la interrupcion de la
produccion o el fracaso para formar la cuajada (Scott, 1991).

Los factores climaticos tienen una influencia directa sobre los sistemas de
produccion de la leche y por lo tanto, en la alimentacion. En sistemas pastoriles,
la produccion y calidad de forraje varia a lo largo del afo, lo que se ve reflejado
en la composicion de la leche (Cavache y Navas, 2012). La alimentacion de la
vaca lechera constituye una via rapida para modificar los componentes de la
leche; sin embargo, existe una compleja relacion entre ésta y los componentes
del alimento (Sutton y Morant, 1989; Gallardo, 2006). El sistema de produccion
y los componentes de la dieta suministrada van a establecer los diferentes
efectos que tendra la alimentacion sobre la composicion de la leche (Rearte,
1992). Existen trabajos en Uruguay que han demostrado la influencia de la
alimentacion sobre el contenido de solidos de la leche (Acosta, 2002).

Para llevar a cabo la sintesis de la proteina lactea, los rumiantes disponen de
dos fuentes principales de suministro de aminoacidos, la proteina de origen
microbiano sintetizada en rumen, y la proteina del alimento que se digiere en
intestino. Este proceso tiene ademas una exigente demanda de energia, que es
suplida por la glucosa y el acido acético proveniente de la fermentacion ruminal.
En este sentido, se ha reportado que entre un 35% y un 90% de la energia que
usa un rumiante proviene de la digestion de fuentes fibrosas, para lo cual se
requieren poblaciones bacterianas numerosas y activas en el rumen (Mendoza,
2010). La sintesis de proteina que se lleva a cabo en la glandula mamaria
dependera del suministro de aminoacidos y de la energia disponible (DePeters
y Ferguson, 1992). La principal fuente de estos aminoacidos es la proteina que
llega al duodeno, la cual esta representada en un 40-60 % por proteina de
origen microbiano (NRC, 2001). La energia de la dieta puede ser incrementada
con el consumo de concentrado o mejorando la calidad del forraje (Gallardo,
2006). Bargo et al. (2003) en experimentos en pastoreo, reportaron que tanto su
produccion como el porcentaje de proteina se incrementaron a medida que se
incluyeron concentrados en la dieta (+0,1 g/L de leche y +10 g/dia por kg de
concentrado extra, respectivamente). Al aumentar los concentrados se obtienen
altos niveles de propionato a nivel ruminal, favoreciendo la gluconeogénesis en
el higado a partir de dicho metabolito. Esto reduce la gluconeogénesis a partir
de aminoacidos, quedando éstos disponibles en mayor cantidad para ser
usados en la glandula mamaria en la sintesis de proteina lactea (Rearte, 1992).
Aumentos en el suministro de energia favorecen a su vez la sintesis de proteina
microbiana a nivel ruminal y el suministro de aminoacidos en la glandula
mamaria (Astigarraga, 2003). Por otro lado, el nivel de proteina cruda de la
dieta afecta mas a la produccion de leche (volumen) que la concentracion de
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proteina en la misma. Excepto en el caso en que los niveles de proteina en la
dieta sean muy bajos que depriman la concentracion de la proteina en leche a
causa de una reduccion en la digestibilidad y el consumo total de alimentos
(Acosta, 2002). Coulon y Verdier (1995) sefialaron que un incremento de
nitrdgeno no proteico (nnp) en la dieta, induce simultdneamente a aumentos en
el rendimiento de leche y secrecion de la proteina.

2.2.2.2 Otros factores que afectan la composicion de la leche

La composiciéon de la leche varia segun la etapa de la lactancia. La
produccion de leche aumenta rapidamente desde el parto llegando al pico de
produccion a las 6 u 8 semanas de produccion. El porcentaje de grasa y
proteina parte con un nivel alto en leche y a medida que aumenta la produccion
de leche los porcentajes de proteina y grasa disminuyen en relacion
inversamente proporcional al volumen de leche (Silvestre et al. 2009). Auldist et
al. (1996), al evaluar la influencia de la estacion y el estado de lactancia sobre
la composicién de leche bovina, encontraron diferencias entre el estado de
lactancia y la época del afo, siendo mayores las concentraciones de grasa y
proteina al final que en el principio de la lactancia, y de igual forma, las
concentraciones de grasa y proteina fueron mayores en invierno en
comparacion con el verano

En Uruguay como se menciond anteriormente la composicion de la leche
principalmente proteina aumenta en invierno-otofio y disminuyen en verano y
primavera. Por otro lado, resulta importante resaltar los valores porcentuales
durante el verano ya que en ese momento la mayoria de los rodeos estan al
final de la lactancia y no sdlo varia la cantidad sino la calidad de la grasa (tipos
de acidos grasos) y la proteina (fracciones de caseina principalmente) (Delucchi
et al. 2008).

La génetica del animal, influye en la composicion de la leche. El
rendimiento lechero, entendiendo éste como produccion de leche y calidad
lechera (en este caso en base a proteinas), esta influido por la genética del
animal y por los efectos del medio ambiente. La genética le da a la vaca la
oportunidad de producir leche de una determinada calidad; el medio ambiente
provee las condiciones para producirla. Por lo tanto, el rendimiento es el
resultado de la combinacién de la genética con el medio ambiente, asi como la
interaccion entre estos dos factores (Requena et al. 2007).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Caracterizar la leche a nivel de tanques de 29 establecimientos de la region
litoral norte, generara informacion sobre la calidad de la leche remitida a las
principales plantas lecheras de la region y de su variacion en las diferentes
estaciones del afo. Ademas permitira conocer el efecto del tiempo de
almacenamiento en frio y el tamano del rodeo sobre las variables de calidad
higiénico-sanitaria de la leche remitida. Este trabajo le aportara a la industria
informacion muy importante en cuanto a la variacion estacional de parametros
de calidad higiénico-sanitaria (en especial, recuento de psicrétrofos,
termoduricos y S. aureus y recuento celular), y de composicion (porcentajes de
caseina y fracciones de caseina) a lo largo del ano, que hasta ahora no se
conocen en la region. De esta manera la industria podra conocer mas sobre la
calidad higiénico-sanitaria de sus establecimientos remitentes y establecer
planes conjuntos con el sector primario para adecuar la calidad de la leche
producida a sus necesidades de industrializaciéon y comercializacion. Muchos
paises utilizan en su reglamentacién parametros como recuento de psicrotrofos
y termoduricos como complemento para evaluar la calidad higiénico-sanitaria de
la leche, ademas del RCS y del recuento bacteriano. De esta manera, la
industria aumenta las exigencias en el control de calidad de la leche
asegurandose contar con materia prima de excelente aptitud para las lineas de
productos a elaborar. Eso adquiere principal importancia cuando se elaboran
quesos o productos concentrados. Sin embargo en Uruguay y particularmente
en la region, no existe informacién sobre la variacion del perfil microbiolégico ni
del RCS en leche de tanque durante las estaciones del afio. Esta informacion
es de gran utilidad para las industrias de la region dado que elaboran
principalmente queso (principal producto de exportacion) y productos con alto
tratamiento térmico (concentrados) como por ejemplo suero en polvo. En cuanto
a la informacién generada sobre la variacidn estacional de caseina y fracciones,
la industria podra destinar la leche para la elaboracion de quesos de forma
diferencial segun la calidad de la misma en las diferentes estaciones del ano.
Este trabajo a su vez aporta informacion original a nivel nacional e internacional,
sobre la variacion de la calidad higiénico-sanitaria, principalmente psicrétrofos y
termoduricos, segun tamafo del rodeo, tiempo de almacenamiento en tanque y
sus interacciones con la estacionalidad. De esa manera se genera informacion
de como se afectan estas variables en las estaciones segun caracteristicas de
los establecimientos a nivel de produccion primaria. Por otro lado, es conocido
que todas estas variables estan ligadas estrechamente al manejo y por lo tanto
al sistema productivo siendo importante estudiarlas en establecimientos que
reflejan las condiciones de produccion lechera de Uruguay.
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4. HIPOTESIS

La estacionalidad afecta la calidad higiénico-sanitaria, caseina y fracciones de
caseina de la leche de tanque.

El tiempo de almacenamiento en frio y el tamafio del rodeo afectan la calidad
higiénico-sanitaria de la leche de tanque.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVOS GENERALES

Caracterizar en las diferentes estaciones del afo la leche producida en predios
de la region litoral norte del Uruguay en base a la calidad higiénico-sanitaria,
porcentaje de caseina total y fracciones de caseina en leche de tanque.

Evaluar tiempo de almacenamiento en frio y tamafo del rodeo sobre los
parametros de calidad higiénico-sanitaria en leche de tanque.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudiar la variacion estacional de la calidad higiénica (recuento bacteriano,
psicrotrofos, termoduricos, aislamientos de Pseudomonas) y calidad sanitaria (S.
aureus y recuento de células somaticas) en leche de tanque de 29 predios de la
region litoral norte del pais

Caracterizar los predios estudiados a lo largo del afio de acuerdo al recuento de
células somaticas en leche de tanque

Estudiar el efecto del tiempo de almacenamiento en frio y del tamano del rodeo
sobre la calidad higiénico-sanitaria

Evaluar la caseina total y fracciones de caseina en las diferentes estaciones,
durante un ano de estudio
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6. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé desde abril de 2012 a marzo 2013 en los Departamentos
de Rio Negro y Paysandu, con muestras de leche de 29 productores remitentes
a dos de las industrias lacteas principales de la region.

6.1 Disefio experimental: seleccion de los establecimientos

Los establecimientos fueron seleccionados en base a variables de tamafio, nivel
tecnoldgico e intensificacion del sistema productivo del afio anterior, mediante
un disefio de muestreo denominado: muestreo aleatorio estratificado. Este
muestreo consistio en la division previa de la poblacion de estudio, en grupos o
clases homogéneos (estratos), respecto a la caracteristica a estudiar
(produccion de leche). A cada uno de estos establecimientos se le asigné un
numero seleccionandose al azar dentro de cada estrato. Se hizo un muestreo
aleatorio estratificado el cual consistio en 2 etapas. En una primera instancia a
cada establecimiento se le asigndé un estrato (categoria), luego se realizé un
sorteo, y en base a éste se seleccionaron (en forma dirigida) 10
establecimientos para cada grupo (respetando el orden del sorteo y la ubicacién
geografica). Los estratos para seleccionar los establecimientos se dividieron
segun la produccion mensual del afio anterior en hasta 50000 litros mensuales
(estrato 1), de 50000 a 200000 litros (estrato 2) y mayor a 200000 litros (estrato
3).

6.2 Estratos y categorias segun estacion, tamafo del rodeo y tiempo de
almacenamiento en tanque.

6.2.1 Efecto estacional

Las variaciones estacionales en leche cruda fueron categorizadas en 4 grupos:
1: otofio (marzo, abril y mayo); 2: invierno (junio, julio, agosto); 3: primavera
(setiembre, octubre) y 4: verano (noviembre, diciembre, enero, febrero) en base
a registros de indices de temperatura y humedad (ITH) del afio 2011 en la
region estudiada (INIA Salto Grande, 2012).

6.2.2 Tamano del rodeo

Los establecimientos se caracterizaron segun tamano del rodeo (numero de
vacas en ordefe: VO) en 4 estratos, segun la clasificacion reportada por
Oleggini (2001): Estrato 1: menos de 50 vacas VO, Estrato 2: entre 51 y 100 VO,
Estrato 3: entre 101 y 250 VO Estrato 4: mayor a 250 VO.
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6.2.3 Tiempo de almacenamiento en frio

Para analizar el tiempo de almacenamiento en tanque de frio (AT), las muestras
se dividieron en dos grupos segun tiempo de almacenamiento. Desde el ordefo
hasta la recoleccion por parte de la industria. AT1: hasta 24 horas de
almacenamiento (2 ordefios), AT2: hasta 48horas de almacenamiento (4
ordefios). Estos tiempos se determinaron segun el momento del retiro de la
leche de los establecimientos por parte de la industria.

6.2.4 Relevamiento de datos del establecimiento

En cada visita se relevaron datos sobre alimentacidon y variables del
establecimiento como numero de vacas en ordefe, numero de tanques de frio,
tiempo de almacenamiento en tanque, temperatura y capacidad del tanque.

6.3 Datos del ambiente y alimentaciéon (concentrado y ensilaje) de los
establecimientos estudiados, durante el periodo de estudio

6.3.1 Calculo del indice de temperatura y humedad (ITH)

En base a los registros de temperatura y humedad obtenidos de la estacion de
INIA Salto de los dias que se llevaron a cabo los muestreos de leche en los
establecimientos durante los meses de abril de 2012 a marzo de 2013, se
calculd el indice de ITH. La férmula utilizada fue la siguiente: (1,8 x at + 32) -
(0,55 -0,55 x RH) x [(1,8 x at + 32) — 58], donde RT corresponde a la humedad
relativa y at a la temperatura ambiente (grados celsius) (Vitali et al. 2009,
citada por Bernabucci et al. 2015). Los datos se muestras en la Tabla 1.

Tabla 1. indice de temperatura y humedad (promedio, maximo y minimo)
registrada durante el ano de estudio (2012-2013).

ITH promedio diario ITH max ITH min

Abril 63,89 68,64 58,96
Mayo 56,89 64,03 50,55
Junio 55,42 60,59 50,50
Julio 50,73 56,82 46,14
Agosto 56,48 63,37 49,14
Setiembre 59,44 63,87 56,56
Octubre 58,62 60,26 56,98
Noviembre 61,09 65,02 59,12
Diciembre 62,89 67,06 58,95
Enero 67,12 71,84 54,46
Febrero 68,68 72,34 65,25
Marzo 61,92 65,93 58,05
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6.3.2. Suplemento utilizado en cada estacién

En la Tabla 2, se observa el promedio de suplemento suministrado en cada
estacion en el total de los establecimientos. Este dato se obtuvo mediante la
encuesta realizada al productor, en cada visita mensual al momento de la toma
de muestras de leche.

Tabla 2. Suministro de reservas y concentrados en las estaciones del afo de
estudio (media de los 29 establecimientos estudiados, en cada estacion)

Variable Otofo Invierno Primavera Verano
Concentrado 7,4+2 66 6,3+2,33 6,10+2,50 5,88+2,58
Ensilaje 10,65+9,5 5,93+9,88 4 34+6,66 7,55+9,93

*kgBF/vo/dia (BF: base fresca).

6.4 Obtencion de las muestras de leche

El muestreo se realiz6 mensualmente durante el periodo de un afio desde abril
de 2012 a marzo 2013. En cada visita se obtuvieron muestras del tanque de frio,
tomadas asépticamente mediante la metodologia descripta por FIL-IDF
50C:1995 (Pinto et al.1998). Se realiz6 recuento bacteriano, recuento de células
somaticas, composicion (% de materia grasa, % caseina total y fracciones de
caseina). En cada estacion se obtuvo una muestra en forma aséptica, para la
determinacion del perfil microbiolégico de tanque (recuento de psicrotrofos,
termoduricos y Pseudomonas y Staphylococcus aureus).

6.5 Analisis de laboratorio

6.5.1 Analisis microbioldgicos en leche

Los analisis se realizaron en el Laboratorio de Calidad de Leche del
Departamento de Ciencia y Tecnologia de la Leche, Facultad de Veterinaria. El
Recuento de mesdfilos aerobios totales (RMAT) se realizd en el Laboratorio de
Calidad de Leche de INIA “La Estanzuela”.

6.5.1.1. Recuento bacteriano

Recuento de mesodfilos aerobios en leche (RMAT) realizado segun FIL100B
(1991): Método Standard en Placas de Agar— Leche y Productos Lacteos.
Consiste en la siembra e inoculaciéon en placas que ya vienen preparadas con
un medio de cultivo especifico con nutrientes estandares, un agente gelificante
en agua fria y un indicador tetrazolium que facilita la visualizacion de las
colonias. Se incubaron por 48 hs + 3 hs a 32 + 1 °C (Métodos oficiales AOAC
986.33. Método de lamina rehidratable para recuento de bacterias y coliformes
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en leche y 989.10 Método de lamina rehidratable para recuento de bacterias y
coliformes en productos lacteos).

6.5.1.2 Recuento de microorganismos psicrotrofos

Realizado segun APHA (2001), las muestras se sembraron en superficie en
medio de cultivo TSA (Tripticasa Soya Agar) a una temperatura de 7°C
durante 10 dias.

6.5.1.3 Recuento de Pseudomonas

Se utilizé Pseudomonas Agar Base (Oxoid, CM 0559) y se suplementé con
Pseudomonas C-F-C supplement (Oxoid SR 0103E). Segun metodologia
descripta en APHA, (2001) las colonias presuntivas se pasaron a agar leche,
donde la presencia de Pseudomonas aeruginosa es reconocida por presentar
un halo claro alrededor de la colonia, el cual corresponde a la hidrdlisis de la
caseina.

6.5.1.4 Recuento de Staphylococcus coagulasa positiva

Se realiz6 segun la metodologia descripta por APHA (2001), donde se
identifican las colonias de éste utilizando Baird Parker Agar Base (Himedia,
M043-500G) las que se confirmaron mediante ensayos bioquimicos: test de la
catalasa y test de la coagulasa. Se utilizé la prueba de la coagulasa como
prueba definitiva en su identificacion. La misma se produce por la mezcla de
una suspension de la cepa de Staphylococcus a estudiar con plasma de conejo
en la cual el fibrinbgeno del plasma de conejo se convierte en fibrina por la
accion de la coagulasa. Una prueba positiva es indicada por la formacion de un
coagulo en el tubo tras la incubacion a 37°C durante 24 horas (Quinn, 2008).

6.5.2 Analisis de composicién y RCS en leche

6.5.2.1 Porcentaje de caseina (%)

Los andlisis para la determinacion de la composicion de la leche (materia
grasa y caseina total) se realizaron mediante los siguientes equipos: Milko-
Scan 104 A/B — Foss Electric Denmark afio 1992 y Analizador MilkoScan FT
— FOSS, ubicados en el Laboratorio de Calidad de leche de INIA-La
Estanzuela.

6.5.2.2 Fracciones de caseina (% aCN, BCN y kKCN)
Se determind el contenido de a, 3 y k caseina por cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC) de fase reversa (Fase movil polar), empleando detector PDA

y extraccion de cromatograma a A=222 nm, por porcentaje relativo de areas.
(Bonizzi et al. 2009).

28



6.5.2.3 Analisis recuento de células somaticas (RCS)

La determinacion del Recuento de células somaticas (RCS) se realizé en el
Laboratorio de Calidad de Leche de INIA “La Estanzuela” utilizando un equipo
de recuento de células de fluoro-opto-electronic denominado Somacount 500.
Bentley Instruments, Inc. USA afio 1998.

6.6 Analisis estadistico

Las variables de calidad higiénico-sanitaria y de composicion fueron analizadas
por ANOVA para mediciones repetidas incluyendo como efecto fijo la estacion.
Para las variables de calidad higiénico-sanitaria ademas de la estacion se
incluyeron como efecto fijo tamafio del rodeo y tiempo de almacenamiento y se
estudio la interaccion entre: estacion- tamafno del rodeo y estacion- tiempo de
almacenamiento. Los resultados son expresados como la media + desvio
estandar. Las variables de recuento de células somaticas, recuento bacteriano,
recuento de psicrotrofos y termoduricos (cél/ml y ufc/ml) se transformaron en
log en base 10 para normalizar su distribucién y posteriormente ser analizadas
estadisticamente. Se considero6 diferencia significativa con un a <0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 CARACTERIZACION DEL RCS Y EFECTO DE LA ESTACION SOBRE LAS
VARIABLES DE CALIDAD

7.1.1 Calidad sanitaria: RCS y S. aureus

En la Grafica 1 se muestra que en la mayoria de los meses de afio de estudio
(excepto el mes de agosto), el promedio mensual de RCS de leche de tanque
de todos los establecimientos estudiados se mantuvo por encima de 250000
cél/ml.
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Grafica 1: Porcentaje de muestras a lo largo del afio con bajo y alto recuentos
de células somaticas (RCS). RCS Bajo: <250 000 cél/ml y RCS alto: >250 000
cél/ml.

Se encontré efecto de la estacion sobre el RCS (p<0,0001): observandose una
disminucién en el RCS desde el otofio al invierno (p<0,0001) y un aumento
desde el invierno al verano (p<0,0001) (Tabla 3). En invierno se registraron los
valores mas bajos de RCS, mientras que verano fue la estacién donde se
presentaron los mayores niveles. Staphylococcus aureus aislados de leche de
tanque de frio cambi6 acorde a la estacion (p=0,0047). En verano fue donde se
observaron los mayores aislamientos de S. aureus en relacién al resto de las
estaciones (p<0,001) (Tabla 3).
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Tabla 3. Recuento de células somaticas (RCS) (cél/ml) y Staphylococcus aureus

(S. aureus) (ufc/ml) (media + ds) de tanque de frio de 29 establecimientos

lecheros en las diferentes estaciones del ano.

Otono Invierno Primavera Verano
RCS 3640342 321045° 341190%° 387819°
+33783 +36202 +44932 +34601
S. 553,892 498,402 628,652 1687,11°
aureus +294 .14 +289,79 +278,88 +287,37

Medias con letras distintas existe diferencia significativa (p<0,05). RCS: n=348
(Otono: n=87, Invierno: n=87, Primavera: n=58, Verano: n=116). S. aureus:
n=116 (Otono: n=29, Invierno: n=29, Primavera: n=29, Verano: n=29).

7.1.2 Calidad higiénica: recuento bacteriano, psicrotrofos, termoduricos y
aislamientos de Pseudomonas

En la Tabla 4 se muestra el efecto de la estacion del afo sobre los
microorganismos de leche de tanque. Se encontré efecto estacional sobre
psicrotrofos (p<0,0001), Pseudomonas (<0.0001) y termoduricos (p=0,011),
mientras que para el recuento bacteriano no se observé diferencia estacional.
Se registré un aumento significativo desde el otofo al verano para los recuentos
de psicrétrofos (p<0,0001), Pseudomonas (p<0,001) y termoduricos (p=0,0044).

Tabla 4. Recuento bacteriano, psicrétrofos, termoduricos y aislamientos de
Pseudomonas (ufc/ml) (media £ ds) de tanque de frio de 29 establecimientos
lecheros en las diferentes estaciones del ano

Otono Invierno Primavera Verano
a
Recuento  3087300°  2138,00°  20059,00° o>
bacteriano +6684,96 +6608,28 +7308,69 - ’
Psicrétrofos 499,112 4399,35° 7898,22° 21384,00°
+5721,88 +5528.60 +5420,24 +5587,85
Pseudomonas 14,212 53,89% 365,76° 440,94°
+173,35 +167,41 +164,10 +169,24
Termod(iricos 2135,092 2651,45° 2520,77° 4881,97°
+1397,46 +1349,81 +1323,71 +1364,47

Medias con letras distintas existe diferencia significativa (p<0,05). Recuento
bacteriano: n=348 (Otofo: n=87, Invierno: n=87, Primavera: n=58, Verano:
n=116). Psicrétrofos, termoduricos y aislamientos de Pseudomonas: n=116
(Otofio: n=29, Invierno: n=29, Primavera: n=29, Verano: n=29)
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7.1.3 Composicion de la leche

Los efectos de estacionalidad sobre la caseina y fracciones de caseina se
presentan en la Tabla 5. Se observd efecto de la estacion en las variables de
caseina total, a caseina, B caseina y k caseina (p<0,0001). La caseina total, a
y K caseina disminuyeron del otofio a la primavera (p=0,005) y continuaron
disminuyendo hacia el verano (p=0,005). Los porcentajes de [ caseina
disminuyeron del otofio al verano (p<0,0001), no encontrandose diferencias
entre otofio, primavera y verano. En relacion a la k caseina no se observaron
diferencias entre invierno y primavera. En todas las variables de composicion se
registraron los mayores valores promedio en la estacion de otofio y los menores
valores en verano (Tabla 5).

Tabla 5. Variacion estacional en el porcentaje (£ ds) de caseina total (CN), a
caseina (aCN), B caseina (BCN) y k caseina (KCN) de la leche, de 29
establecimientos lecheros en las diferentes estaciones del afio

Otono Invierno Primavera Verano
CN 2,52+0,02° 2,49+0,02° 2,460,02° 2,37+0,02°
aCN 1,30+0,01° 1,280,012 1,27+0,01° 1,23+0,01°
BCN 0,78+0,012 0,80+0,012 0,78+0,012 0,74+0,01°
KCN 0,42+0,00° 0,41+0,00° 0,40+0,01° 0,39+ 0,00°

Media con letras diferentes indica diferencia significativa (p<0,05). n=348
(Otorio: n=87, Invierno: n=87, Primavera: n=58, Verano: n=116).

7.1.4 Produccioén de leche

7.1.4.1 Produccién de leche mensual

La Tabla 6 muestra la variacion de la produccion mensual en las diferentes
estaciones del afno. La produccion de leche mensual cambi6é de acuerdo a la
estacion (p<0,001). Se registré6 un aumento de otofio a primavera (p=0,0008) y
luego disminuyé de primavera a verano (p<0,0001), no hubo diferencia entre
otofio y verano. La primavera fue la estacion del afio con mayor produccién de
leche mensual, mientras que los menores valores se observaron en verano-
otono.
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Tabla 6. Variacion de la produccion de leche mensual (media £ ds) en las
estaciones del ano de los 29 establecimientos lecheros estudiados

P. de leche mensual (lts/mes)

Otofio 91960° +20443
Invierno 112527° +20432
Primavera 127888° +20508
Verano 96470°+20376

Media con letra diferentes indica diferencia significativa (p<0,05). n=348 (Otofo:
n=87, Invierno: n=87, Primavera: n=58, Verano: n=116).

7.1.4.2 Produccidn de leche individual

Los valores promedios registrados en cada estacion del afo relacionados a la
produccion individual promedio (Its/VO/dia) fueron los siguientes: otofio
16,23£0,75; invierno 18,45+0,75; primavera 19,30+0,76 y verano 16,97+0,76.
La producciéon de leche individual cambié de acuerdo a la estacion (p<0,001),
coincidiendo con lo registrado para la produccion mensual. Se registr6 un
aumento de otofio a primavera (p<0,001) para luego disminuir hacia el verano
(p<0,001) y disminuir aun mas hacia el otofio (p=0,009). En primavera, al igual
que para la produccion de leche mensual, fue la estacién donde se registro el
mayor valor de produccion Its/VO/dia, mientras que en otofio y verano se
registraron las menores producciones individuales.

7.2 EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO EN TANQUE SOBRE LAS
VARIABLES DE CALIDAD

7.2.1 Calidad sanitaria: RCS y S. aureus

En la Tabla 7 se muestra el RCS y aislamientos de S. aureus de acuerdo al
tiempo de almacenamiento en tanque de frio. No se observé efecto del tiempo
de almacenamiento para ninguna de las variables de calidad sanitaria
estudiadas. No se registré efecto de la interaccion entre estacién y tiempo de
almacenamiento en las variables de calidad sanitarias estudiadas.
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Tabla 7. Recuento de células somaticas (RCS) (cél/ml) y Staphylococcus
aureus (S. aureus) (log1o) (media = ds) de tanque de frio de 29 establecimientos
lecheros segun tiempo de almacenamiento en tanque (AT).

AT1 AT2
RCS 351284+29991° 357849+38039°
S. aureus 2,12+0,132 2,22+0,26°

AT1:. 24hs. de almacenamiento en tanque de frio, AT2: 48hs. de
almacenamiento en tanque de frio. RCS: n=348 (AT1: 301, AT2: 47)y S. aureus:
n=116 (AT1: 99, AT2: 17).

7.2.2 Calidad higiénica: recuento bacteriano, psicrétrofos, termoduricos vy
Pseudomonas

En la Tabla 8 se muestra los recuentos de microorganismos de leche de
acuerdo al tiempo de almacenamiento en tanque de frio. El recuento de
psicrotrofos se incrementd con el tiempo de almacenamiento de 24 a 48 hs
(p=0,0005), pero no se encontro efecto en el resto de los microorganismos
estudiados (Tabla 8). No se registré efecto de la interaccién entre estacion y
tiempo de almacenamiento en las variables de calidad higiénica estudiadas.

Tabla 8. Recuento bacteriano, psicrotrofos, termoduricos y aislamiento de
Pseudomonas (logio) (media * ds) de tanque de frio de 29 establecimientos
lecheros segun tiempo de almacenamiento en tanque (AT).

AT1 AT 2
Recuento bacteriano 4,22+0,04% 4,33+0,06?
Psicrétrofos 2,15+0,14%2 3,39+ 0,32b
Pseudomonas 1,11+0,08° 0,81+ 0,20°
Termoduricos 2,33+0,11° 2,65+0,27°

AT1:. 24hs. de almacenamiento en tanque de frio, AT2: 48hs. de
almacenamiento en tanque de frio. Media con letras diferentes indica diferencia
significativa (p<0,05). Recuento bacteriano: n=348 (AT1: 301, AT2: 47) y
Psicrétrofos, Termoduricos y Pseudmonas: n=116 (AT1: 99, AT2: 17).
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7.3 EFECTO DEL TAMANO DEL RODEO SOBRE LAS VARIABLES DE
CALIDAD HIGIENICO SANITARIA

7.3.1. Calidad sanitaria: RCS y S. aureus

En la tabla 9 se observa que las variables de calidad sanitaria no se modificaron
en los diferentes grupos segun tamano del rodeo. No hubo efecto del tamafo
del rodeo en las variables de calidad sanitaria (RCS y S. aureus). Tampoco se
registro efecto de la interaccién entre estacién y tamafio del rodeo sobre las
variables de calidad sanitarias estudiadas

Tabla 9. Recuento de células somaticas (RCS) (cél/ml) y Staphylococcus
aureus (S. aureus) (logo) (media * ds) de tanque de frio de 29 establecimientos
lecheros segun tamafio del rodeo (VO).

VO1 VO2 VO3 VO4
RCS 367760° 315775° 3053412 46481832
+178006 +137043 +113149 +307921
2222 2,092 1,902 2,302
S. aureus
+0,26 + 0,21 +0,22 + 0,26

VO1:<50 vacas en ordefie; VO2: 51-100 vacas en ordefne; VO3: 101-250 vacas
en ordefie; VO4: >250 vacas en ordefie. RCS: n=348 (VO1: n=77, VO2: n=109,
VO3: n=85; VO4: n=77). S. aureus: n=116 (VO1: n=26, VO2: n=37, VO3: n=30,
VO4: n=23).

7.3.2 Calidad higiénica: recuento bacteriano, psicrotrofos, termoduricos y
aislamientos de Pseudomonas.

En la Tabla 10 se muestra los recuentos de microorganismos de leche de
tanque de acuerdo al tamano del rodeo. Se observd efecto del tamano del
rodeo para el recuento de termoduricos (p=0,002), mostrando que el grupo VO4
evidencié mayor recuento de termoduricos que el grupo VO1 (p=0,022), VO2
(p=0,002) y VO3 (p=0,001). No se observé efecto del tamafio del rodeo en el
resto de los microorganismos. Se registré efecto de la interaccion entre estacion
y tamafio del rodeo sobre el recuento de termoduricos (Grafica 2). Mientras que
para el resto de las variables de calidad higiénicas no se encontré efecto de la
interaccion entre estacion y tamano del rodeo.
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Tabla 10. Recuento bacteriano, psicrotrofos y aislamiento de Pseudomonas
(log1p) (media + ds) de tanque de frio de 29 establecimientos lechero segun
tamafio del rodeo (VO).

VO1 VO2 VO3 VO4

Recuento bacteriano  4,20°+0,07 4,23°+0,06 4,25°t0,06 4,26%t0,07

Psicrotrofos 2,77°+0,29 1,92°+0,24 2,22°+0,26  2,58°+0,31
Pseudomonas 0,87°+0,16  1,06°t0,14  1,04°t+0,15 1,34°+0,18
Termoduricos 2,26°+0,18 2,30°%0,15 2,15°:0,16  3,10°+0,19

VO1:<50 vacas en ordefie; VO2: 51-100 vacas en ordefne; VO3: 101-250 vacas
en ordene; VO4: >250 vacas en ordefe. Media con letras diferentes indica
diferencia significativa (p<0,05). Recuento bacteriano: n=348 (VO1: n=77, VO2:
n=109, VO3: n=85; VO4: n=77). Psicrotrofos, termoduricos y Pseudomonas:
n=116 (VO1: n=26, VO2: n=37, VO3: n=30, VO4: n=23).

En la Grafica 2 se presenta el recuento de microorganismos termoduricos
segun tamafo del rodeo (VO), en las diferentes estaciones. Se observa que
hubo efecto del tamano del rodeo en el recuento de termoduricos en las
estaciones (p=0,011). En otofo y verano fueron las estaciones donde se
registraron diferencias entre los grupos segun tamafo del rodeo. Observandose
en ambas estaciones (otofo: p=0,0016 y verano: p=0,018) que el grupo VO4
presentd mayor recuento de termoduricos en comparacion con VO1, VO2 y
VO3. En el resto de las estaciones no hubo diferencia entre los grupos.
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VO1:<50 vacas en ordefie; VO2: 51-100 vacas en ordene; VO3: 101-250 vacas
en ordefie; VO4: >250 vacas en ordefe. Media con letras diferentes indica
diferencia significativa. Termoduricos: n=116 (VO1: n=26, VO2: n=37, VO3:
n=30, VO4: n=23).

Grafica 2. Recuento de termoduricos (log10) segun tamafo del rodeo de los
establecimientos lecheros estudiados, en las diferentes estaciones.
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8. DISCUSION

Este estudio demostré que la estacionalidad afect6 la calidad composicional e
higiénico-sanitaria de la leche de tanque de frio en rodeos nacionales, siendo
verano la estacion “critica” para la produccién de leche de calidad. En esta
estacion disminuyé la calidad higiénico-sanitaria (aumentaron los RCS,
aislamientos de S. aureus, Pseudomonas, recuento de psicrotrofos y
termoduricos) y la calidad de composicion (disminucion del porcentaje de
caseina total y fracciones de caseina). La calidad higiénica disminuy6 con el
tiempo de almacenamiento en tanque de frio, aumentando el recuento de
psicrotrofos. El tamano del rodeo tuvo efecto sobre la calidad higiénica,
aumentando el recuento de termoduricos en muestras provenientes de rodeos
con mas de 250 vacas.

8.1. CARACTERIZACION DE LOS ESTABLECIMIENTOS SEGUN RECUENTO
DE CELULAS SOMATICAS EN EL TANQUE

En todos los meses (excepto agosto), predominaron los establecimientos que
superaron las 250000 cél/ml. Ademas, se observo que en todas las estaciones
las muestras analizadas presentaron niveles de RCS por encima de 300000
cél/ml, llegando incluso en algunos casos a estar muy cerca del limite de recibo
de leche en plantas 400000 cél/ml (MGAP, 2013). De este resultado se puede
inferir que un alto porcentaje de los animales que conforman los rodeos
estudiados presentaban mastitis (clinica o subclinica) durante el estudio. Esta
afirmacién se sustenta segun lo reportado por Eberhart et al. (1982) y Brolund
et al. (1985), quienes demostraron que recuentos en tanque de 200000 cél/ml
indicarian que el 15% de las vacas del rodeo estarian afectadas por mastitis
subclinica en uno o mas cuartos y por cada incremento adicional de 100000
cél/ml aumenta entre un 8 a 10% las infecciones del rodeo. Recuentos de
400000 cél/ml indicarian que un tercio del rodeo estaria afectado, dependiendo
del tipo de microorganismo presente. En este sentido, un elevado RCS en el
tanque esta asociado con alta prevalencia de mastitis subclinicas causadas por
Str. agalactiae y S. aureus (Olde Riekerink et al. 2006). Por lo tanto, los
establecimientos que formaron parte de este estudio se podrian considerar
“‘enfermos” en relacién a la salud de ubre. Esto se basa en que presentaron
RCS cercanos a 400000 cél/ml y que en la mayoria de los establecimientos (28
de 29) se aislaron S. aureus en tanque. Por lo que se sugiere que estos
establecimientos tendrian una alta incidencia de mastitis clinica y subclinica
(mayor al 45%) a causa principalmente de S. aureus. Esto ademas coincide con
los publicado por Plozza et al (2011), quienes reportan que valores de
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incidencia de mastitis subclinica por encima del 30% en un rodeo, es
considerada alta.

El RCS afecta la calidad de los productos lacteos, como el queso o yogur.
Quesos (Pratto) elaborados con leche conteniendo menos de 200000 cél/ml
presentaron mejores caracteristicas y menor cantidad de mohos y levaduras,
(los que son causa de deterioro) que aquellos elaborados con numeros mas
elevados de RCS (Vianna et al. 2008). Rogers y Mitchell (1994), reportaron que
las caracteristicas organolépticas del yogur fueron superiores cuando se
elaboraron con leches conteniendo RCS por debajo de 250000 cél/ml, en
comparacion con leches con RCS por encima de 500000 cél/ml. Es importante
resaltar que los establecimientos estudiados son remitentes a industrias donde
su principal producto de elaboracién es el queso. Por lo tanto, los altos RCS (>
a 300000 cél/ml) obtenidos en estas condiciones podrian estar afectando la
calidad del queso producido, a pesar que los valores se encuentren por debajo
de los limites reglamentarios de calidad existentes en nuestro pais. A nivel de
produccion primaria, ademas, el alto porcentaje de mastitis subclinica repercute
en el resultado econdmico de los establecimientos considerando el nivel de
infeccion y sus consecuencias en pérdidas de produccion, gastos de
tratamientos y aumento en el riesgo de aparicion de residuos de
antimicrobianos (Van Schailk et al. 2002), lo que también podria afectar a la
industria y sus productos de elaboracion.

En base a la informacion presentada anteriormente, es importante considerar
que los efectos que se estudiaron en este trabajo fueron en base a una
poblacién de rodeos enfermos los que pueden no seguir el mismo patrén en
rodeos considerados sanos (porcentaje de mastitis subclinica por debajo del
20% y con RCS menores a 250000 cél/ml).

8.2 VARIACION ESTACIONAL DE LA CALIDAD HIGIENICO- SANITARIA Y DE
COMPOSICION

Debemos tener en cuenta que existen multiples factores que determinan la
calidad higiénico-sanitaria y de composicién en la leche, como puede ser la
alimentacion, la etapa de lactancia, el numero de partos, el estrés térmico y la
salud de ubre. Muchos de estos factores en leche de tanque actuan en forma
conjunta afectando su calidad. En esta tesis se observd que particularmente en
verano, los parametros de calidad higiénico-sanitaria, porcentaje de caseina y
fracciones de caseina se afectaron negativamente, repercutiendo en una leche
de menor calidad.

A pesar que el recuento bacteriano en todas las estaciones se mantuvo por
debajo de 40000 ufc/ml, estando dentro del limite establecido por el decreto de
calidad de leche (MGAP, 2013) y de los limites de las industrias para leche de
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excelente calidad (Conaprole, 2015), en el caso del recuento de psicrétrofos,
termoduricos y aislamientos de Psedumonas la situacion fue diferente. Esto es
importante debido a que en algunos paises estos microorganismos son
utilizados complementariamente como indicadores de calidad. En este sentido,
la Unién Europea actualmente tiene como limites de calidad higiénica <10°
ufc/ml para recuento bacteriano y <10° ufc/ml de psicrétrofos (Samarzija et al.
2012). En el caso de los termorduricos, recuentos de <200 ufc/ml en leche de
tanque son indicativos de buena calidad (Gillespie et al. 2012, Gleeson et al.
2013, Jayarao et al. 2004). En Nueva Zelanda las industrias penalizan cuando
el recuento de termoduricos se encuentra por encima de 1500 ufc/ml (Fabro,
2011). El recuento bacteriano (recuento de mesdfilos aerobios totales) se afecta
principalmente por malas practicas en el establecimiento, como deficiencia en la
higiene durante la rutina, problemas en la limpieza de los equipos y mal
funcionamiento del tanque de frio (Elmoslemany et al. 2009). Estas situaciones
se hacen mas evidentes en el verano, principalmente por aumento de la
temperatura ambiental. En el caso de los psicrétrofos, Cousin (1982), reportd
que aumentan en verano debido a un mayor recuento bacteriano por problemas
de higiene durante las épocas de mayores temperaturas. Cempirkova (2002),
reportd una alta correlacién (r=0,69) entre el numero de psicrétrofos y el
recuento bacteriano total en leche de tanque. Sin embargo Holm et al. (2004),
afirman que en el caso que los establecimentos presenten recuentos menores a
30000 ufc/ml, los psicrétrofos fueron dominantes solo en el 28% de los casos.
Otros autores también obtuvieron aumento de estos microorganismos en
verano, explicado por aumento de B. cereus como principal microorganismo
psicrotrofo (Christiansson et al. 1999, Shuterland y Murdoch et al. 1994). Por
otro lado, Vithanage et al. (2016), en Australia reportan aumento de los
psicrotrofos en invierno con predominancia de Pseudomona. En Uruguay se
observé que Pseudomonas y Flavobacterium presentaron mayor ocurrencia de
aislamientos en otofo-invierno, mientras que Enterobacter y Acinectobacter
fueron mayores en primavera-verano (Bermudez et al. 2011). En el presente
trabajo el recuento de psicrétrofos aumentd en la estacion de verano,
encontrandose muy por encima del limite reglamentario segun bibliografia
internacional. Estos resultados coinciden con lo reportado por varios autores, lo
que se podria explicar por mayores problemas en el control de la higiene en
esta estacion. En la época de verano la temperatura ambiental es favorable
para el crecimiento bacteriano, haciendo mas dificil controlar la contaminacion
de la leche a partir de las diferentes fuentes de contaminacion del
establecimiento (higiene de los animales, limpieza de la maquina de ordefie,
temperatura del tanque de frio, ambiente productivo). A su vez, la diferencia
estacional de estos microorganismos entre los paises puede deberse a que
como los psicrétrofos no pertenecen a un género bacteriano en particular su
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fluctuacion dependera del género que predomine segun la temperatura
ambiental (Hantsis-Zacharov y Halpern, 2007) y el ambiente productivo. Por
otro lado, algunos autores reportan que Pseudomonas es el principal
microorganismo psicrotrofo encontrado en leche (Guerrero et al. 2003). Al
estudiar la variacion estacional de microorganismos en queserias artesanales
en Francia, Leriche y Fayolle (2012), observaron que Pseudomonas no mostro
un patrén estacional. Otros autores, registraron que con recuentos bacterianos
altos, el numero de psicrétrofos Gram negativos en leche cruda se encontraba
en un 75-99% del total de la poblacion, con predominancia de Pseudomonas
fluorescens (Cox, 1993). Sin embargo, Meer et al. (1991), afirman que el género
Pseudomonas en general no superan el 10% de la poblacién de psicrétrofos. En
este trabajo, en acuerdo con los autores anteriormente mencionados, se
demostré que con recuentos bacterianos <40000 ufc/ml, el recuento de
Pseudomonas fue muy bajo en relacién al total de psicrétrofos (por debajo del
4% en todas las estaciones). En verano tuvieron una tendencia a aumentar al
igual que los psicrétrofos, aunque la proporcién en relacion se mantuvo baja
(2%). Por lo que es posible pensar que el aumento de psicrétrofos en este
trabajo en la estacién de verano se debié a causa de otro género bacteriano
diferente a Pseudomonas. En este sentido, Gillespie et al. (2012), al estudiar la
poblacién de microorganismos psicrotrofos en leche de tanque durante
diferentes estaciones, identificaron baja proporcién de Pseudomonas y bacilos
Gram positivos.

En el caso de termoduricos, se observa que los valores fueron altos en todas
las estaciones, registrandose el valor mas alto en el verano. Esto puede ser a
causa de problemas en la limpieza de equipos y manejo de la rutina en el
ordefie. Una de las fuentes de contaminacion en leche de tanque es el equipo
de ordene, por formacién de depdsitos de suciedad debido a la mala higiene
(Gleeson et al. 2013). Ademas, estos microorganismos tienen la capacidad de
generar biofilm en las superficies de los equipos siendo muy dificiles de eliminar
con la limpieza rutinaria de los establecimientos y plantas lecheras (Reginensi
et al. 2011). Lo que conduce a que exista alto riesgo de contaminacion de la
leche en el propio establecimiento lechero. Este problema aumenta en las
estaciones de verano y primavera dado que a mayor temperatura ambiente se
facilita el crecimiento microbiano.

Por lo tanto, la calidad higiénica de la leche de tanque en la estacion de verano
se afectdé negativamente, constatada por el aumento de psicrétrofos,
Pseudomonas y termoduricos en comparacion al resto de las estaciones, a
pesar que el recuento bacteriano se mantuvo dentro de los limites
reglamentarios de calidad (decreto e industria). En el caso del recuento de
psicrotrofos se sugiere que este aumento no fue a causa del género
Pseudomonas, siendo importante en futuros trabajos, estudiar los géneros
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bacterianos que componen los grupos de microorganismos psicrotrofos vy
termoduricos (esporulados y no esporulados) en leche de tanque. Este
conocimiento permitira conocer el origen de estos microorganismos y por lo
tanto su control en el establecimiento lechero, mejorando la calidad de la leche
particularmente en esta estacion. Este estudio demuestra la importancia de
incorporar el recuento de psicrétrofos y termoduricos para la evaluacion de la
calidad higiénica de leche de tanque, ademas del recuento bacteriano el que se
utiliza actualmente por la reglamentacion nacional.

La calidad sanitaria (RCS y S. aureus), el porcentaje de caseina y fracciones de
caseina en leche de tanque pueden variar a causa de muchos factores tales
como ciclo de lactancia, estado de salud de la ubre, acceso a la pastura,
manejo y factores medioambientales (temperatura, humedad y estacion) (Morse
et al. 1988; Barbano et al. 1991; Hogan y Smith, 1997; Faye et al. 1998) entre
otros. En el presente estudio el 70% de los establecimientos mostraron
pariciones continuas con concentracion de partos en otofo (marzo, abril). Por lo
que en los meses de enero y febrero hay un alto porcentaje de vacas secas y
en el ultimo tercio de la lactancia en los rodeos lecheros. Este manejo realizado
con frecuencia en la region litoral norte, se orienta a disminuir el numero de
vacas en ordefie en verano, dado las altas temperaturas que se registran en
esta estacion. La baja produccion de leche por vaca, registrada en este trabajo
en verano, esta relacionada con la situacion senalada anteriormente. Estos
resultados coinciden con lo reportado por De Vries et al. (2005), sobre los
menores niveles de produccion de leche y el aumento de RCS en la regiéon de
Florida (EEUU) en los meses de verano dado por la estacionalidad en la época
de partos. En relacion a la calidad sanitaria, los RCS registrados, coinciden con
otros autores quienes encontraron aumento de RCS en verano (Olde Riekerink
et al. 2007, Archer et al. 2013). Ferreira et al. (2015), estudiaron el RCS en
diferentes regiones de Florida (EEUU) obteniendo un claro patrén estacional
con aumento del RCS en el verano y una disminucion en invierno, resultado que
lo atribuyen a la concentracion de partos en invierno y al estrés caldrico que
sufren los animales en esa region (considerada subtropical con temperaturas
por encima de 25°C). En verano también se registr6 un aumento de
aislamientos de S. aureus. Este microorganismo puede tener muchos origenes
en leche de tanque como ubre, piel de pezdn, piel del animal, maquina de
ordefie, manos del ordefiador, narinas, entre otros (Haveri, et al. 2008, Capurro,
et al. 2010). Aunque la causa mas importante del hallazgo de este
microorganismo en leche de tanque es a partir de infecciones intramamarias de
vacas infectadas (Harmon, 1994; Capurro et al. 2010). El aumento en los
aislamientos de S. aureus en verano podria explicarse porque, como este
microorganismo produce infecciones cronicas (Zadoks et al. 2001; Barkema et
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al. 2006), los aislamientos podrian aumentar al final de la lactancia. Esto puede
deberse a que las vacas al permanecer mas tiempo expuestas a las fuentes de
contagio tienen mayor riesgo de adquirir infecciones intramamarias por
microorganismos contagiosos y manifestarse en la época de mayor temperatura
(verano). Coincidiendo con Cziszter et al. (2012), quienes observaron que en
verano existe mayor suceptibilidad de adquirir nuevas infecciones
intramamarias, aumentando la posibilidad de encontrar altos recuentos de estos
microorganismos en leche de tanque. Es importante resaltar que si bien en
todas las estaciones se aislé6 este microorganismo, particularmente en el
verano, supero el limite maximo aceptable en leche de tanque de 1000ufc/ml
(Mhone et al. 2011, MSP, 1994), lo que podria ademas explicar el alto RCS en
esta estacion. Como se comentd anteriormente, S. aureus causa una infeccion
cronica con periodos de manifestaciones clinicas y liberacion intermitente
(Harmon, 1994). Se ha estudiado que hasta 100 dias antes de la presentacion
de los sintomas de mastitis clinica causada por este microorganismo se
detectaron recuentos celulares altos (356000 cél/ml), sugiriendo que este
patdbgeno se encuentra presente subclinicamente antes de la manifestacion
clinica de la enfermedad. Esto puede explicar que luego de una infeccion por S.
aureus se mantengan niveles de células somaticas altas (460000 cél/ml),
demorando mas de 20 dias en normalizarse (De Hass et al. 2002). Por lo tanto,
una de las causas de que el RCS se haya mantenido alto (por encima de
300000 cél/ml) durante los meses que se realizd el estudio, puede ser la
presencia de infecciones crénica causadas por S. aureus durante toda la
lactancia en los rodeos estudiados.

La lactancia también estaria influyendo en la variacion estacional de los sélidos,
(Silvestre et al. 2009). La caseina y el contenido de fracciones de caseina
exhiben las caracteristicas normales de la dinamica de la lactacién de los
solidos de la leche. Los componentes de la leche presentan altos contenidos en
la temprana lactacion, disminucion al minimo en la mitad de la lactancia seguido
por un crecimiento gradual hacia la ultima parte de la lactacion (Ng-Kwai-Hang
et al. 1984). En el caso de las fracciones de caseina, Kroecher et al. (1985),
obtuvieron altos valores de B caseina en los primeros 60 dias de lactacion.
Mientras que Davies y Law, (1977), encontraron valores altos de esta fraccion
entre los 60 y 160 dias de lactacion. En relacién a la K caseina Kroecher et al.
(1985), no observaron cambios significativos a través de la lactancia en leche
bovina. En este trabajo, los altos valores de porcentaje de caseina total y de
todas las fracciones de caseina registrados en la época de otofio-invierno
podrian coincidir con un alto porcentaje de vacas en los primeros dias de
lactacion, (incluyendo el pico de lactacion) seguido de una clara disminucion de
los solidos hacia la primavera. Mientras que en verano (lactancia tardia)
continuaron disminuyendo, no siguiendo en esta estacion el patron normal de la
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lactancia. Por lo tanto, se sugiere que la variacion estacional de la caseina y
fracciones de caseina se puede explicar en parte, por el momento de la
lactancia, principalmente en otofio, invierno y primavera. No obstante, en
verano existen otros factores como el estrés calérico (Bernabucci y Calamari,
1998, Bernabucci et al. 2015), salud de ubre, calidad higiénica (Forsback et al.
2010, Morse et al. 1988, Harmon, 1994) y alimentacién que en forma conjunta,
podrian estar afectando negativamente estas variables

El estrés caldrico es uno de los factores que pudo influir en la disminucion de la
calidad de la leche en la época de verano. Contribuyendo al aumento de RCS y
S. aureus y disminucioén de los porcentajes de caseina y fracciones de caseina
en esta estacion. Esto concuerda con los valores de ITH de 72+0,5 registrados
en este estudio en los meses de enero y febrero. Los altos RCS en verano se
pueden deber a que el estrés caldrico contribuye al aumento del riesgo de
infecciones intramamarias (Morse et al. 1988). A causa de la disminucién de la
resistencia del huésped a las infecciones (Merlot, 2004) y al incremento de la
exposicion a patodgenos, los que se ven favorecidos en su crecimiento, por el
ambiente calido y humedo. Los altos RCS en verano obtenidos en este estudio
coinciden con lo reportado por Green et al. (2006), Olde Riekerink et al. (2007),
Lievaart et al. (2007) en Inglaterra, Canada y Holanda, respectivamente. Por
otro lado, en este estudio también se registré una disminucién de la produccion
de leche individual en verano, lo que podria ser consecuencia del estrés térmico
que sufren los animales en esta estacion. Es importante el dato que durante la
estacion de verano, en la region litoral norte del pais cuando se realizd este
trabajo (noviembre 2012 a febrero 2013) las temperaturas oscilaron entre 18 y
35 C° de forma constante en todos los meses. Ferreira et al. (2015), observaron
también una disminucion de leche durante los meses de verano con
temperaturas mayores a 25°C. En un trabajo realizado en esta region (Salto-
Uruguay), Saravia et al. (2012) registraron aumento del RCS y disminucién de
los sdlidos y produccion de leche al registrarse valores de ITH por encima de 72
por 3 dias consecutivos y temperaturas entre 23 a 29°C (olas de calor severas).
Lo que sugiere una relacién positiva entre el estrés provocado por altas
temperaturas y un alto RCS. Esto, reafirma la idea de que la época de verano,
es una época “critica” para la salud de ubre. Por otro lado, varios autores han
demostrado el efecto negativo del estrés caldrico sobre la produccion y
composiciéon de la leche (Cowley et al. 2015; Bernabucci et al. 2015),
demostrando que la caseina y proteina de la leche disminuyen en la época de
verano. Muchos autores estudiaron los diferentes valores del ITH que afectan la
proteina y caseina de la leche. Bernabucci et al. (2010) observaron que con
valores de ITH por encima de 68 se afecta la produccion y los sélidos de la
leche. Registrandose que la produccion de leche en vacas Holando disminuye
0,27kg por unidad de ITH. Bertocchi et al. (2014), reportaron el efecto negativo
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sobre la proteina con valores de ITH por encima de 65,2 mientras que Ominski
et al. (2002), observaron que ITH por encima de 72 el efecto residual sobre las
proteinas se mantuvo por 5 dias después del estrés calorico. En Uruguay
también se han demostrado los efectos negativos en la produccion y soélidos de
la leche principalmente en verano con valores de ITH por encima de 68 (Roman
et al. 2014). Si bien hay muy pocos trabajos que estudiaron el efecto del estrés
caldrico sobre la caseina y fracciones de caseina en leche (Cowley et al. 2015),
se ha estudiado que las altas temperaturas afectan las caracteristicas de la
leche que determinan la obtencién de quesos de buena calidad (Bernabucci et
al. 2015). Los altos niveles de ITH afectarian los s6lidos de la leche, porque
bajo condiciones de estrés calorico la vaca experimenta cambios en las
respuestas fisioldgicas, como disminucion del consumo voluntario, aumento del
metabolismo, disminucion en la producciéon de leche y disminucion de la calidad
de la leche (Kadzere et al. 2002). En otro sentido, algunos autores demostraron
que el estrés caldrico (por causas diferentes a la disminucion del consumo),
tuvo mayor influencia sobre la concentracion de proteina y fracciones de
caseina que la restriccion en la alimentacion (Rohads et al. 2009; Cowley et al.
2015). Esto podria ayudar a explicar los resultados obtenidos en el presente
trabajo sobre la disminucion de los porcentajes de caseina y sus fracciones en
el verano. Dado que si bien en verano no hubo grandes diferencias en la
suplementacion con respecto a la primavera, se registraron altos niveles de ITH.
Lo que sugiere un claro efecto del estrés calérico en estas variables en la
estacion de verano. En este sentido, Han et al. (2011), determinaron que el
estrés térmico, induce una respuesta al estrés de las células del epitelio
mamario disminuyendo la secrecion y sintesis de las proteinas de la leche,
pudiéndose sugerir como una de las explicaciones de la disminucion de la
caseina y fracciones de caseina en el verano, no relacionado a la disminucién
del consumo de energia.

Los cambios en la alimentacion en las diferentes estaciones puede ser otra de
las causas de la variacion en la produccidn y porcentaje de sdélidos a lo largo del
afio de estudio. Las variaciones en la produccién y calidad del forraje vinculado
al clima que se da en los sistemas con base pastoril, tienen una gran influencia
en la composicion de la leche. Esto concuerda con lo publicado por Cavache y
Navas (2012), quienes afirman que los cambios en las condiciones climaticas
qgue se dan a lo largo del afio, afectan la alimentacion de la vaca lechera, lo que
se da principalmente por las diferencias en los aportes nutricionales de las
praderas a lo largo del afio. En este trabajo, si bien los sistemas de produccién
estudiados, basan su dieta en la pastura (praderas implantadas y verdeos de
verano), en la época de otofio e invierno la suplementacion en base a
concentrados y ensilaje tuvo un rol importante. En primavera, la cantidad de
energia aportada por el suplemento fue menor en comparacion con otofio
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tornandose una dieta mas pastoril, siendo la pastura el alimento predominante.
Durante el pastoreo se favorece el consumo de materia seca en base a una
cosecha directa del forraje, con un esquema de fermentacion ruminal mas
eficiente descripto por Mayne y Thomas (1994), aumentando la disponibilidad
de aminoacidos en la glandula mamaria para la sintesis de caseina. En la
época de verano el suministro de concentrados fue similar a la primavera, pero
con menor calidad de la pastura (Colzada, 2015) y menor suplementacion en
comparacion con otofio. Segun Kolver (2003), el componente energético es
considerado el nutriente que mas limita la produccion de leche, tanto en
sistemas estabulados como pastoriles. Es conocido que el porcentaje de
proteinas en la leche estd asociado positivamente al consumo de energia
(DePeters y Ferguson 1992; Mackle et al. 1999), por lo que una restriccion en el
aporte de energia produce efectos marcados tanto sobre la produccion como la
composicidon de leche. Por lo tanto en las épocas donde hay mayor
disponibilidad de concentrados, aumentarian los porcentajes de proteina,
caseina y fracciones de caseina en leche. Esto se debe a que, al aumentar la
inclusion de concentrados en la dieta aumenta la produccién de AGV en el
rumen, a favor de la produccion de acido propidnico, aumentando Ia
gluconeogénesis y por lo tanto, aumenta la energia disponible para la sintesis
de los componentes de la leche, como proteinas y lactosa (Sutton y Morant
1989). En este estudio, en las épocas de otofo-invierno se registraron los
mayores valores de caseinatotal y fracciones de caseina en leche, coincidiendo
en que estas estaciones fueron en comparacion con primavera y verano, donde
hubo mayor oferta de concentrado por vaca en ordefio. Esto se puede explicar
segun lo reportado por Mackle et al. (1999), que al agregar concentrado en
dietas a base de pastoreo, en comparacién con pastoreo restringido aumenta la
produccion de leche asi como la concentracion de caseina total, a, B y k-
caseina en las estaciones de primavera y verano (lactancia temprana y tardia
respectivamente). Esto reafirma lo reportado por Kefford et al. (1995), sobre la
importancia de mantener un consumo energético constante en la vaca lechera
para optimizar la produccion de leche. En este trabajo se registr6 una
disminucién de todos los componentes estudiados de la primavera hacia el
verano. Lo que se puede atribuir no soolo a la alimentacion, sino a todos los
factores anteriormente mencionados que actuando juntos hacen a que la
estacion de verano sea una estacion “critica” para la produccion de leche.

8.2.1 Asociacion entre la calidad higiénico-sanitaria y la composicion

Debemos destacar el alto recuento de microorganismos psicrotrofos en el
verano junto con una clara disminucion de los componentes de la leche
estudiados. Es conocido que los psicrétrofos son microorganismos indeseables
para la industria lactea porque generan enzimas lipoliticas y proteoliticas
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termoresistentes alterando la composicion de la leche y por ende los productos
lacteos (Cromie, 1992). Saeman et al. (1988), demostraron que enzimas
proteoliticas producidas por algunos microorganismos causan degradacion de
las proteinas, principalmente caseinas. La degradacion de las caseinas afecta
negativamente el rendimiento quesero, la vida util de los productos y produccién
de sabores no deseados. En un estudio realizado en Uruguay se encontré que
las cepas de Pseudomonas y Flavobacterium presentaron los mayores niveles
de actividad proteolitica y lipolitica, lo cual incide en la presencia de enzimas de
deterioro termoestables que continuaran su accion luego de finalizada la
manufactura lactea (Reginensi et al. 2011). Por todo esto, el aumento en el
recuento de psicrotrofos (aumento de la actividad proteolitica) en verano, puede
ser una de las causas de la disminucién de caseina y fracciones en leche de
tanque en esta estaciéon. Por otro lado, el aumento del RCS durante la estacién
de verano, también puede explicar esta disminucion. Esto se puede deber a
causa del dano en el epitelio mamario generado durante la inflamacion, que
repercute en la sintesis de los componentes de la leche (Harmon, 1994)
sumado al aumento de la actividad enzimatica que se da durante el proceso de
la enfermedad (enzimas enddgenas) (Guerrero et al. 2003, Deeth 2006; Leitner
et al. 2006). Coincidiendo con Barbano et al. (1991) y Forsback et al. (2010),
quienes afirman que las proteinas, especialmente las caseinas son susceptibles
a la degradacion por enzimas enddgenas y exogenas y que a partir de 100000
cél/ml se altera la composicion de la proteina. Es interesante destacar que
algunos autores han encontrado que las enzimas enddgenas tienen un efecto
negativo sobre la ay B caseina pero no sobre la k caseina (Fajardo-Lira et al.
2000 y Bernabucci et al. 2015). En este trabajo se observdé que en verano
disminuyeron todas las fracciones, inclusive la k caseina, al igual que el
porcentaje total de caseina. Como se planted previamente, esta disminucion no
se puede adjudicar solo a efecto del aumento de la actividad enzimatica, sino a
varios factores que actuando en conjunto afectan la calidad de la leche de
tanque en el verano. Pero en base a los resultados obtenidos y a la literatura
existente, se puede sugerir que el aumento de psicrétrofos y RCS contribuyeron
a la disminucion de los porcentajes de caseina y fracciones de caseina en el
verano, con la consecuente pérdida de calidad de la leche de tanque en esta
estacion.

8.3 EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO DE LA LECHE Y
TAMANO DEL RODEO SOBRE LA CALIDAD HIGIENICO- SANITARIA

Al estudiar el tiempo de almacenamiento en frio, se observé que el recuento de
psicrotrofos aumentd con el tiempo. Sin embargo, el recuento de mesdfilos y
termoduricos no se afectaron por el tiempo de almacenamiento. Es conocido
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que los psicrétrofos generan importantes problemas en la industria lactea, por la
particularidad que tienen de crecer a temperaturas menores a 7°C vy
temperaturas optimas de crecimiento 15 -20°C (De Oliveira et al. 2015). En los
establecimientos lecheros el almacenamiento en frio de la leche cruda es la
herramienta utilizada para controlar en forma eficaz el desarrollo de las
poblaciones de microorganismos mesoéfilos, mientras que al mismo tiempo
proporciona una ventaja selectiva para el crecimiento de bacterias psicrotrofas
(Barbano et al. 2006). Esto explicaria el resultado obtenido en este estudio,
dado que el recuento bacteriano no aument6 a mayor tiempo de
almacenamiento en tanque, mientras que el recuento de psicrotrofos tuvo un
aumento significativo a las 48hs de almacenamiento. Es interesante destacar
que algunos autores observaron que la leche fresca recién ordefiada no
contiene poblaciones detectables de microorganismos psicrotrofos (De Oliveira
et al. 2015). Sin embargo, estos microorganismos se desarrollan a medida que
aumenta el tiempo de almacenamiento en condiciones de refrigeracion (Raats
et al. 2011). En este sentido, Vithanage et al. (2016), reportan que a mayor
tiempo de almacenamiento a temperaturas de 2 a 12°C aumentan los
microorganismos psicrotrofos (8-10°C) y De Oliveira et al (2015), observaron en
leche almacenada por 48hs en frio un aumento del recuento de psicrotrofos
hasta 2log (10° a 107).

En el caso de los microorganismos termoduricos no se encontrd diferencia
significativa entre los grupos, aunque se observa una tendencia a aumentar con
el tiempo de almacenamiento en frio. Esto se podria explicar en parte, porque
en leche y productos lacteos existen microorganismos que comparten las
caracteristicas de termodurico y psicrotrofo como Bacillus cereus (predominante
en leche) (Garcia-Armesto y Sutherland, 1997). Pero también existen otros
microorganismos que resisten temperaturas de pasteurizacion pero no tienen la
capacidad de crecer en frio como B. Licheniformes y B. subtilis (Buehner et al.
2014). Por lo tanto, probablemente en este estudio, dentro del grupo de los
termoduricos existan microorganismos que resisten temperaturas de
pasteurizacion pero que no tienen la capacidad de crecer a temperatura de
refrigeracion  (psicrétrofos), por lo tanto no aumentan durante el
almacenamiento en frio.

Por otro lado, la calidad sanitaria evaluada a través del RCS y S. aureus no tuvo
efecto del tiempo de almacenamiento en tanque de frio. Lo que era de esperar
dado que el RCS y S. aureus son variables que estan directamente
relacionadas al animal, como se explicé anteriormente, no teniendo influencia ni
el tiempo ni la temperatura de almacenamiento. En este sentido, investigadores
reportaron que el almacenaje de la leche a temperatura de refrigeracion (5 +
1°C) por 3 y 5 dias no afectdé el recuento celular ni las variables de calidad,
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excepto el recuento de psicrétrofos (Zeng et al. 2007). Lo que coincide con los
resultados obtenidos en este trabajo.

Con respecto al efecto del tamano del rodeo sobre la calidad sanitaria, no se
observaron diferencias entre los grupos en ninguna de las variables estudiadas.
Aunque el grupo de muestras con mayor numero de vacas en ordefio presento
el valor mas alto de RCS. Esto es de gran importancia dado que este valor
supero el limite reglamentario para recibo de las plantas (MGAP, 2013). Es
conocido que la salud de ubre evaluada en base al RCS y aislamientos de S.
aureus, depende de varios factores entre ellos, las practicas de manejo,
variables asociadas al nivel de produccién, variables que afectan las infecciones
intramamarias, pre y post dipping, uso de terapias de secado (Oleggini et al.
2001). En este trabajo a pesar que los establecimientos que formaron parte de
este estudio presentaron manejos muy diferentes relacionados a la salud de
ubre y rutina de ordefio, al haberse analizado todas las muestras en conjunto,
no se registraron diferencias significativas segun tamano del rodeo. Algunos
autores, relacionan mayores tamanos del rodeo con incrementos en el RCS,
requiriendo mas atencion en la salud de ubre cuando aumenta el tamano del
rodeo (Archer et al. 2013). Esto se puede deber porque al aumentar el tamafio
del rodeo se podria incrementar el riesgo de transmision de patégenos durante
el ordefe a partir de malas practicas de manejo. En paises donde la produccion
lechera se hace de forma estabulada, al aumentar el tamafio del rodeo
aumentaria el riesgo de infecciones intramamarias por patégenos ambientales
como Streptococcus uberis (Lopez- Benavides et al. 2009). En este estudio si
bien la mayoria de los establecimientos presentaban un sistema de produccion
semi extensivo, los rodeos de mayor tamafio realizan un manejo con “encierros”
en determinadas estaciones del afo, lo que podria favorecer las infecciones
intramamarias a causa de microorganismos ambientales (aumentando el RCS).
Esto a su vez concuerda con los resultados obtenidos para S. aureus quien no
mostré aumento a mayor tamafno del rodeo.

En el mismo sentido, se registré6 aumento del recuento de termoduricos en el
grupo de mayor numero de vacas en ordefie. Esta descripto que estos
microorganismos en leche de tanque tienen su origen a partir del ambiente del
tambo, encontrando altos niveles en ensilaje, materiales de cama y materia
fecal (Vissers et al. 2007). Julien et al. (2008), demostraron que el ensilaje de
maiz es una fuente importante de esporas en leche de tanque. Siendo los
microorganismos termoduricos mas prevalentes en leche de tanque Bacillus
que tienen la capacidad de generar esporas, se podria pensar que los
establecimientos mas grandes al utilizar el “encierro” como parte del manejo
alimentario del rodeo, podria ser causa del aumento de estos microorganismos
en leche de tanque. En este sentido, se observa que el grupo con mayor
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numero de vacas en ordefie tuvo mayor recuento de microorganismos
termoduricos en otofio y verano en comparacion al resto de los grupos. Se
puede sugerir que la alimentacién en base a concentrados, fue una importante
una fuente de contaminacion de este tipo de microorganismos en leche,
principalmente en otofio. Esto puede deberse al manejo en los rodeos con
mayor numero de vacas y que en otofio fue donde se registraron los mayores
suministros de concentrado, sobre todo ensilaje (kg/vaca/dia). En verano,
ademas del manejo en la alimentacion, el aumento en el recuento de
termoduricos en el grupo con mayor numero de vacas podria ser causa de las
altas temperaturas que se dan en esta estacion, generando como se dijo
anteriormente un ambiente beneficioso para el crecimiento de los
microorganismos.
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9. CONCLUSIONES

La estacion afectd la calidad higiénico-sanitaria, caseina total y fracciones de
caseina de la leche de tanque de los predios estudiados durante el periodo de
estudio. La calidad de la leche se afectdé negativamente en la estacién de
verano, considerandose una estacion “critica” en la produccion de leche de
calidad. A pesar que el recuento bacteriano total se mantuvo por debajo de los
limites reglamentarios.

El RCS de leche de tanque mostré niveles altos durante todo el afo, en base a
criterios de calidad sanitaria, no obstante los valores se encontraron por debajo
del limite de recibo segun reglamentacion nacional actual.

El aumento del tamano del rodeo y el mayor tiempo de almacenamiento en
tanque de frio afectaron negativamente la calidad higiénica de la leche en los
establecimientos estudiados.
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10. IMPLICANCIAS

Segun los resultados obtenidos podemos afirmar que la leche obtenida
principalmente en la estacion de verano, no presenta condiciones de calidad
optima para su industrializacién. A pesar que los parametros de calidad
higiénico-santiara (recuento de células somaticas y recuento bacteriano total)
se encuentran por debajo de limites establecidos, segun reglamentacion
nacional. Consideramos que los parametros que se establecieron en este
trabajo para la evaluacion de la calidad higiénico -sanitaria son mas adecuados
al tipo de producto que elaboran estas industrias. Evaluar la leche recibida
mediante los mismos, permitira obtener un producto de excelente calidad que le
permite a la industria un mejor posicionamiento frente a los mercados
internacionales con mayores oportunidades en la comercializacion de sus
productos. En el caso de la calidad higiénica, si bien el recuento bacteriano total
se registro en todas las estaciones por debajo de los limites de calidad segun
reglamentacion nacional y por debajo del limite de excelente calidad fijado por
las industrias para su bonificacion. Al estudiar el recuento de psicrotrofos y
termoduricos registramos que en la estacion de verano, superaron los limites
reglamentarios a nivel internacional (Uniéon Europea), para leche utilizada como
materia prima para su industrializacion. Esto demuestra que si bien el recuento
bacteriano total es un reflejo de la higiene con la que fue obtenida esa leche, no
es suficiente para valorar la calidad de la leche destinada a la industrializacién.
Es importante la incorporacién de otros parametros para su evaluacion a nivel
de leche de tanque. Esta informacién le sirve a la industria para ser mas
exigentes en el control de calidad de su leche y de esa forma evitar problemas
en los productos industrializados, principalmente queso y suero en polvo,
productos principales de exportacion de estas industrias.

Esta ampliamente demostrado que altos RCS traen consecuencias en la
industrializacidon de la leche y en los productos elaborados como queso y yogur
entre otros. Por lo que conocer ese recuento y su variacion estacional es muy
relevante para las industrias de la regidén. Al comparar los valores obtenidos en
las diferentes estaciones (principalmente en la estacion de verano) se observa
que los RCS se encuentran por encima de los reglamentos de bonificacion de
calidad por parte de las industrias y la reglamentacién internacional. A su vez
segun la bibliografia citada, los RCS obtenidos en este estudio demuestran que
esos rodeos presentan altos porcentajes de vacas con problemas de salud de
ubre. Esta situacion lleva a mayores riesgos de presencia de antibidticos en
tanque, problemas en la industrializacion de la leche, ademas del gran perjuicio
econdmico que le genera al productor. En este sentido también se encontrd
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presencia de S. aureus en leche de tanque en 28 de 29 establecimientos
estudiados. La presencia de este microorganismo ademas de ser un potencial
riesgo para la salud humana, nos da una idea de su prevalencia en los rodeos
lecheros en la region, como patégeno de mastitis. Esto implica un grave
problema para la produccion de leche, ya que es un micoorganismo que causa
infecciones cronicas. Esta informacién es de relevancia a la industria y a los
productores, ya que se podran implementar sistemas de control en forma
conjunta y de esta manera mejorar la calidad de la leche producida en la region.
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