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RESUMEN

En nuestro pais la lecheria ovina es una actividad no consolidada, que se introdujo
en busca de una nueva alternativa para pequefios y medianos productores con poca
capacidad de inversion.

En los ultimos afios ha habido un esfuerzo en los paises industrializados para aplicar
planes de pago para leche de cabra y oveja basada en el recuento de células
somaticas (RCS) y el contenido de proteinas, similares a los observados para la
leche bovina. En busca de una caracterizacion de la leche ovina, el presente trabajo
tiene el objetivo de determinar la cantidad de células somaticas en leche ovina, la
variacion individual a lo largo del periodo de ordefie y con distintos regimenes de
ordefie y su relacidbn con California Mastitis Test (CMT) y aislar e identificar
microorganismos de muestras de leche con mayor grado de CMT. Los ensayos se
realizaron en 70 ovejas Milchschaf que integran un sistema lechero en el Campo
Experimental N°1 de la Facultad de Veterinaria (Migues).

Se conformaron dos grupos con distintas rutinas de ordefie de uno y dos orderfies
diarios. Durante el periodo que va desde el ultimo tercio de gestacion hasta el
secado de la oveja, la alimentacion se realizé en base a un pastoreo rotativo sobre
praderas sembradas. Se realizo el control lechero, donde el primer control se llevo a
cabo en un maximo de 52 dias postparto con no mas de 35 dias de ordefie, los
siguientes controles se hicieron cada 30 dias como méaximo. Se analiz6 la
produccion minima diaria (200ml) y composicion de leche de cada animal, en total se
realizaron 5 controles lecheros en todo el periodo de ordefie de las ovejas. Para
analisis de CMT, RCS y cultivo bacteriol6gico se tomaron las muestras de las ovejas
al principio del periodo ordefie (setiembre) y fin del periodo de ordeiie (diciembre)
de forma manual antes del ordefie mecanico.

Los agentes etiologicos aislados con mayor frecuencia fueron Staphylococcus
coagulasa positiva, Staphylococcus coagulasa negativa y Enterococcus spp, luego
le sigue Streptococcus agalactiae y Escherichia coli, en menor frecuencia.

En cuanto al RCS existen variaciones a lo largo del periodo de ordefie, donde el
mayor conteo se observé al inicio (259.000 células/ml). Segun la edad de las ovejas,
las adultas presentaron un mayor RCS al compararlas con borregas.

Al analizar la frecuencia de ordefie se observa un mayor RCS en ovinos ordefiados
dos veces al dia.

Se concluye que como método de diagndstico para mastitis subclinica el CMT en
ovinos no es confiable, presentando baja sensibilidad.



SUMMARY

In our country dairy sheep is a new entrenched activity. Introduced looking for a new
alternative to small and medium producers with limited investment capacity. In the
last few years there has been an effort in industrialized countries to implement
payment plans for goat and sheep milk based on somatic cell count (SCC);, and
protein count, similar to those observed for bovine milk. The current study aims to
determine somatic cells number in sheep’s milk; individual variation throughout the
milking period and with different milking regimens and its relation with California
Mastitis Test (CMT) and isolate and identify microorganisms in milk samples with
higher degree of CMT sheep milk’'s characterization trying to find sheep’s milk
characterization.

We conducted the experiments in 70 Milchschaf sheep part of dairy system located in
Migues’ Veterinary School Experimental Station N° 1. We formed two groups of ewes
submitted to different milking routines milked once and twice daily.

During the period between the last third of gestation until the end of lactation, feeding
was based on rotational grazing on cultivated pastures. Dairy control was performed,
where the first one was carried out at a maximum of 52 postpartum days, with no
more than 35 days of milking, the following controls were made within a maximum 30
days. Minimum daily production and, milk composition of each animal was analyzed,
a total of five milk control were conducted throughout sheep lactation period. We took
manual samples before mechanic milking from the ewes for CMT, SCC and
bacteriological culture at the beginning of lactation (September) and at the end of
lactation (December).

The etiologycal agent most frequently isolated were coagulase positive
Staphylococcus and cuagulase negative Staphylococcus, then followed by
Streptococcus agalactiae and Escherichia coli.

Regarding SCC there are variations throughout lactation, the major count was
observed at the beginning (259.000 cells/ml). According to the sheep’s age, adults
showed a major SCC compared to lambs.

By analyzing milking frequency we observed greater SCC in sheep milked twice
daily.

We conclude that CMT is unreliable and has low sensitivity for subclinical mastitis
diagnostic method in sheep.



INTRODUCCION

La produccion de leche ovina se caracteriza por su rendimiento y caracteristicas
nutricionales, ademas de ser una alternativa para medianos y pequefios productores
con poca capacidad de inversion.

En Uruguay las explotaciones para produccién de leche ovina se originan desde
1987. El destino de esta produccion es en su mayoria para la elaboracion de quesos
madurados (de Limay col, 2005).

En nuestro pais la normativa basica existente al respecto es la Resolucion 27/011
del Ministerio de Agricultura y Pesca (MGAP, 2011) el cual aprueba el Manual para
la Habilitacion y Refrendacion de Establecimientos Productores de Leche vy
Queserias Artesanales. EI mismo incorpora lo dispuesto en el Decreto 164/04 del
MGAP el cual es especifico para Caprinos y Ovinos, y éste exige que se cumplan
pardmetros de higiene, calidad y sanidad de la materia prima para lograr un producto
inocuo para el consumidor. Por otra parte, el Decreto 274/004 del MGAP indica
limites de bacterias aerobias mesdfilas, coliformes totales y Staphylococcus aureus
en leche cruda y se establecen requisitos para acopiadores, transformadores y
gueseros artesanales en general (MGAP, 2004).

En el Anexo A de dicho Manual, en la seccion sobre "Requisitos Particulares para la
Habilitacion de Establecimientos™ productores de Leche Caprina y Ovina, establece
la Calidad de la Leche, especificando maximo de recuento bacteriano aceptable (1.5
millones de UFC/ml), pero no se dispone un maximo de recuento de células
somaticas (RCS) para leche ovina y caprina al igual que la normativa establecida por
la Comunidad Europea en su Reglamento N°853/2004. En Espafa la legislacion
(Decreto 640/2006) establece un limite maximo de gérmenes en leche cruda de
oveja destinada a la elaboracion de quesos, de 500.000 colonias de gérmenes/ml.
En Estados Unidos el limite legal de RCS para la leche de oveja es de 1.000.000
células/ml (Luruefia, 2010).

Es de destacar que en leche ovina no es tan amplia la legislacion como lo es para
leche bovina. En lo que respecta a los parametros composicionales y RCS es
limitada la informacién en Uruguay.

Poder establecer niveles de RCS permitira clasificar la leche y en base a esto decidir
su destino. Determinar como afectan los distintos factores intrinsecos (fisiologicos,
patoldgicos, raciales, genéticos, etc) y extrinsecos (clima, ordefie, manejo, etc) en el
RCS, ya que es una herramienta muy importante conocer su modo de accion, para
poder trabajar sobre ellos y prevenir efectos indeseables sobre la calidad de la
leche.

Un factor extrinseco importante que puede influir en RCS, la incidencia de mastitis y
el California Mastitis Test (CMT) es la rutina de orderie.

También es importante el diagndstico de patégenos comunmente relacionados con
mastitis clinica o subclinica mediante cultivos bacteriolégicos y determinar su
influencia en la calidad de la leche.

En el presente trabajo se estudi0 el RCS en leche ovina, este método evalua la
calidad de leche porque se relaciona con el estado sanitario de la glandula mamaria.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Caracteristicas generales de la produccion lechera ovina

Segun informacién de la FAO para el 2010 la produccion de leche ovina y caprina en
Ameérica Latina y El Caribe representaba el 0,7% del total, mientras que la
produccion de leche bovina a nivel mundial representa la mayor parte, siendo mas
del 83%.

El stock mundial de ovinos es de alrededor de 1.043 millones de cabezas, los cuales
se distribuyen por continente de la siguiente manera: Asia 44 %, Africa 25 %, Europa
12 %, Oceania 10 %, América 9 % (FAOSTAT, 2011).

Segun datos de la DIEA el stock de ovinos en Uruguay en el afio 2006 era de 11,1
millones de ovinos y en el 2009/2010 fue de 7,7 millones de ovinos, lo que
demuestra una disminucion en el stock de ovinos (DIEA, MGAP 2011).

La produccion de lana sucia mundial es de 1.985.797 de toneladas anuales segun la
FAO, 2011 y los principales paises productores son: China, Australia y Nueva
Zelanda. Segun datos de la DIEA en el 2009/2010 Uruguay produjo 37,8 mil
toneladas de lana.

La produccion total de carne ovina a nivel mundial es de 7.911.505 toneladas,
siendo los principales productores China, Australia y Nueva Zelanda (FAOSTAT,
2011). En Uruguay se producen 100 mil toneladas de carne ovina, afio 2009/2010
(DIEA, MGAP 2011).

Mundialmente se producen 9.262.607 toneladas de leche ovina, que representan un
1.3% sobre el total de leche producida en el mundo segun la FAO, 2011. En
Uruguay no existen datos oficiales de litros de leche producidos, por lo que se
incluyen datos de la regién. Argentina y Chile han aumentado su interés por la
elaboracion principalmente de quesos de leche ovina. Para el afio 2008 la
produccion de leche ovina se valor6 para Argentina en 500.155 litros, con un total de
3.692 ovejas en ordefie y la produccion de quesos fue de 90.937 kg (Facultad de
Ciencias Veterinarias de Argentina, 2011) y en Chile en 20.500 y 22.000 litros
anuales, es decir, alrededor de 3 a 4 toneladas de quesos (Ministerio de Agricultura
de Chile, 2008).

La produccion de leche ovina se destina casi en su totalidad a la elaboracion de
quesos, el resto a consumo directo y alimentacién de corderos. La produccién
mundial de leche ovina se concentra en pocos paises caracterizados por rentas
bajas y condiciones ambientales poco favorables para la explotacion de otros tipos
de rumiantes. En estos paises el principal destino de la leche es la elaboracion de
quesos para consumo humano (Facultad de Ciencias Veterinarias de Argentina,
2011).

La produccién de leche se concentra en Asia, Europa y Africa 49%, 33% y 17.5%
respectivamente, América solo representa el 0.4% (FAOSTAT, 2011). Sin embargo,
el rendimiento por animal es significativamente mayor en la Union Europea (UE). El
75% de la produccion mundial se encuentra concentrada en 12 paises (toneladas):
China (1.529.000), Turquia (892.822), Grecia (773.000), Siria (705.554), Rumania
(632.913), Somalia (590.400), Espafa (550.000), Iran (449.000), Italia (417.839),
Francia (265.390), Argelia (265.000) y Afganistan (201.000) (FAOSTAT, 2011).



Se estima que la mayor parte de la produccién de leche de oveja (mas del 90%) se
destina a la produccién de quesos, siendo la UE quien muestra el mayor desarrollo
en produccion de quesos, tecnologias, calidad de productos y agregado de valor. La
produccion de quesos de oveja encuentra su mayor grado de desarrollo en Espafia,
Italia, Grecia y Francia, siendo los ultimos tres paises los que explican el 89% de las
exportaciones de queso de oveja registradas por la FAO. Europa y Ameérica centran
su consumo fundamentalmente en queso (Facultad de Ciencias Veterinarias de
Argentina, 2011).

En Uruguay, la primera experiencia en ordefie de ovinos lecheros fue en 1987 en el
Departamento de Durazno, como una nueva alternativa para pequefios productores
(Larrosa y Kremer, 1990), debido a que la produccién de leche ovina y quesos es
una buena opcion para pequefios y medianos productores con poca capacidad de
inversién (Suarez y col., 2007). La primera raza utilizada para tal fin fue la raza
Corriedale (Larrosa y Kremer, 1990). En 1990 se realiza el Simposio Internacional
sobre "Leche ovina y caprina, una nueva alternativa agroindustrial’, organizado por
el Departamento de Ovinos y Lanas de la Facultad de Veterinaria. En ese afo se
establecié otra cuenca organizada de productores, planta de Leche Ovina en
Soriano. En 1991 se inicia la actividad de los tambos ovinos en INIA Las Brujas y
Campo Experimental N° 1 de Facultad de Veterinaria Migues. En el afio 1992 la
Facultad de Veterinaria hace un relevamiento de predios, existiendo 21 predios con
8.150 ovejas ordefiadas que producen 326.000 litros y 60 toneladas de queso por
afio. A partir de este mismo afio surgen problemas de comercializacion y
consiguiente desestimulo de los productores, para luego en el 1999 quedar
principalmente los tambos ovinos experimentales produciendo 30.000 litros de leche
por afio (Kremer, 2004).

Tabla |. Caracteristicas generales de la leche ovina y bovina

Oveja* Vaca**
Agua 81,5% 87,3%
Materia Seca 18,5% 12, 7%
Grasa 7,5% 4,0%
Proteinas 5,5% 3,25%
Lactosa 4,5% 4,6%
Cenizas 1,0% 0,7%
Rendimiento quesero (I/kg) 20% (5:1) 10% (10:1)
pH 6,65 6,7
Punto Crioscopico -0,570°C -0,540°C

*Caracteristicas generales en leche ovina (Acero, 2002).
** Caracteristicas generales en leche bovina (Walstra, 2001)

La leche ovina tiene caracteristicas especificas, observables directamente y otras
gue estan relacionadas a sus propiedades fisicas y quimicas. El color de la leche es
blanco nacarado y mas viscosa, lo que se vincula con la riqueza de sus
componentes (Busetti, 2000). Se caracteriza por su mayor contenido en grasa, por
su extracto seco y rendimiento industrial (rendimiento quesero), en comparacién con

10



la leche bovina (Tabla 1). Se consume principalmente en forma de productos
derivados, siendo principalmente la elaboracion de quesos. La que esta dirigida al
turismo o a un mercado bien especifico, siendo un producto bien aceptado por sus
consumidores (Suéarez, 2004; Bergonier y Berthelot, 2003). Ademas, tiene
cualidades gastrondmicas y nutraceuticas lo que implica que sus productos sean
muy valorados en paises de la Unidn Europea, pero en nuestro pais la lecheria
ovina es una actividad no consolidada (Suarez y col., 2007). Uno de los mayores
problemas que enfrentan estos subproductos de la leche ovina es la
comercializacion y que junto a dificultades en lo productivo desmotivan a los
productores y provocan el cierre de numerosas lecherias (Suarez y col., 2007).

Las razas mayormente utilizadas en el area del Mediterraneo, principal zona
productiva de leche ovina, son: Manchega, Churra, Latxa, Lacaune, Sarda,
Comisana, Manech, Assaff y Awassi entre otras (Larrosa y Kremer, 1990).

La raza Milchschaf (también llamada Frisona u ovino Frisén) es considerada una
raza lechera de alta produccion, por este motivo se ha introducido en el Uruguay por
el INIA, asi como en varios paises (Boyazoglu, 1980; Ugarte y col, 2001). Esta raza
es originaria de Frisia (Alemania), donde fue seleccionada por su aptitud lechera por
mas de 500 afos. Alcanza niveles de produccion de hasta 550 a 600 litros por
lactancia que dura aproximadamente 180 a 210 dias (Farid y Fahmy, 1996). Se
caracteriza por su elevada prolificidad y habilidad materna, la tasa de paricion puede
llegar a 210-230% en condiciones adecuadas de cria y manejo. Con una alta
velocidad de crecimiento de sus corderos y con una precocidad sexual que puede
alcanzar la pubertad a los 7 meses. Producen canales magras, con pesos
aproximados de 80 kg las hembras y 120 a 130 kg los machos, se caracteriza
también por producir ademas un vellon de lana blanca que puede alcanzar los 3 a 6
Kg, de muy buen largo de mecha con un rango de 11 a 20 cm, un diametro promedio
de 40 um y buen rendimiento al lavado (Farid y Fahmy, 1996).

En la Universidad de la Republica, Facultad de Veterinaria se realizaron ensayos
comparando las caracteristicas reproductivas y productivas (produccion de lana,
calidad y produccion de leche) de ovejas Corriedale y el cruzamiento de East
Friesian con Corriedale, los resultados en la produccién de leche fueron superiores
para las cruzas (Kremer y col., 2010). Otro estudio evalué en diferentes predios de
Uruguay la produccion de leche de cruzas de East Frisian en el cual el resultado fue
gue la maxima cantidad de leche producida fue de 100 litros (Kremer y col., 2003) a
diferencia de datos internacionales (Farid y Fahmy, 1996) donde la raza East Frisian
llega a producir entre 350 a 650 litros por lactancia.

En nuestro pais en un estudio realizado en la raza Corriedale se reportan amplias
variaciones en contenido de materia grasa (7,16%20,86), proteina (6,32%=0,65) y
lactosa (5,27%=0,30) dependiendo de la raza, edad, afio y sistema de ordefie
(Kremer y col, 1996). Los datos de composiciéon de leche ovina son escasos Yy
limitados, al igual que los estudios sobre elaboracion de productos o caracterizacion
de los productos elaborados (de Lima y col., 2005). En Uruguay se elabora un queso
curado, artesanal o semi-industrial, con fermentos nativos, a base de leche de oveja
de raza Frisona Milchschaf, el cual se comercializa en el mercado interno. Este
queso fue elaborado por el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria en
conjunto con la Facultad de Agronomia de la Universidad de la Republica (INIA,
2012).
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Determinacion de cantidad de células somaticas en leche ovina

El RCS es un procedimiento comun, ampliamente utilizado para evaluar el estado
inflamatorio de la glandula mamaria. Cuando los microorganismos causantes de
mastitis invaden un medio de la ubre y el nimero de leucocitos se incrementa en la
glandula mamaria, esto se traduce en un aumento de las células somaticas en la
leche obtenida en respuesta a la infeccion (Barberis y col., 2002).

Se puede realizar el RCS en el laboratorio a partir de leches frescas extraidas
individualmente de cada cuarto en caso de vacas o medios mamarios en ovejas
(Sosa y Feder, 1971) y el analisis del recuento se realiza por métodos automaticos
mediante equipos instrumentales que llevan a cabo el recuento de particulas por
tamafio (Coulter-Counter) o por tincién de los nudcleos celulares (Fossomatic),
también por método directo de recuento en microscopio (metodologia segun
Prescott-Breed), el cual es el método de referencia y se utiliza para calibrar los otros
anteriores (Pinto, 1998; Luruefa, 2010).

El RCS en leche refleja principalmente el nimero de neutroéfilos que migran desde la
sangre a la glandula mamaria en respuesta a infecciones intramamarias. Es medido
mensualmente, por lo tanto, se puede interpretar como un efecto de la infeccién y un
buen indicador indirecto de la presencia de mastitis subclinica hasta la croénica.
Existe una buena correlacion genética entre RCS vy la infeccion bacteriana, lo que
indica que RCS vy las infecciones subclinicas estan muy relacionados. Entonces,
existe evidencia de que la seleccion basada en el RCS deberia disminuir la
incidencia de mastitis crénicas (Rupp y col, 2009).

La leche normal de la glandula mamaria de ovejas sanas contiene células
somaticas, pero en un ndamero bajo, en estos casos se pueden encontrar
macrofagos (46-84%), neutrofilos (2-28%), linfocitos (11-20%) y células de tejido
glandular (células epiteliales) (Barberis y col., 2002; Moroni y col., 1998, Haenlein,
2002).

Desde hace un tiempo atrds ha habido un esfuerzo en los paises industrializados
para aplicar planes de pago para leche de cabras y ovejas basado en el RCSy el
contenido de proteinas, similares a los observados para la leche bovina (Leitner y
col., 2007). Esto es asi porque el RCS ha sido aceptado como el mejor indice para
evaluar tanto la calidad de leche como para predecir una posible infeccion de la
glandula mamaria. Es un método de evaluacién individual muy eficiente para
determinar la prevalencia y deteccién de mastitis subclinica (Suarez y col., 2002;
Haenlein, 2002; Bergonier y Berthelot, 2003).

Normalmente, la leche bovina presenta menos de 200.000 RCS/ml, en ubres sanas
(Echeverri Zuluaga y col., 2010), pero en leche ovina existe una gran variacion entre
los niveles aceptados de RCS en los diferentes paises y las consecuencias en el
producto final procedente de leches con alto RCS no han sido bien determinadas
aun, pudiendo haber una variacion importante entre calidad y rendimiento (Leitner y
col, 2007; Bergonier y Berthelot, 2003; Suéarez y col., 2002; Ferreira, 2004).

Algunos trabajos han establecido un criterio de calidad de la leche ovina de acuerdo
con el RCS, que indicaria que una leche de alta calidad contiene menos de 800.000
RCS/ ml, leches de calidad media con un RCS inferior a 1.500.000 RCS/ml y las de
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baja calidad mayor de 1.500.000 RCS/ml (Leitner y col., 2007). A su vez estos
mismos autores indican que leches que contienen mas de 3,5 millones RCS/ml no
deben ser aceptadas para el consumo humano. Marguet y col., 2000 determinaron
un maximo en el recuento de 200.000 RCS/ml para leche ovina considerada normal
en razas Texel, Frisona y sus cruzas, lo que estaria muy por debajo de los niveles
antes mencionados para leche de alta calidad (800.000 RCS/ml).

En cuanto al rendimiento de la leche bovina que contiene un alto RCS algunos
trabajos realizados en bovinos han podido demostrar que existe una relacion entre el
alto RCS y variaciones en la produccion y composicion de la leche, estos cambios se
comienzan a ver con recuentos celulares por encima de 150.000 células/ml , el tejido
productor de leche al estar dafiado, comienza a producir menos leche, lactosa, grasa
y proteinas, en particular la caseina. Estas variaciones provocan una alteracion en
el rendimiento y las caracteristicas del producto final. El queso no cuaja bien y pierde
muchos sélidos en el suero, se forman cuajadas con poca firmeza (Ferreira, 2004;
Bouman, 2010).

Un incremento en concentracion de células somaticas en la leche puede convertir
cantidades significativas de plasminégeno en plasmina, la cual también tiene un
papel importante en la maduracién del queso. Se ha sugerido que algunos cambios
en el queso como un elevado contenido de humedad y una textura defectuosa y
quebradiza pueden ser debido a la protedlisis llevada a cabo por la plasmina. El
tiempo de coagulacion y las propiedades de formacion de la cuajada se verian
afectadas de forma significativa solamente después de una intensa protedlisis
causada por esta enzima (Luruefia, 2010). Un excesivo aumento de la plasmina, la
cual hidroliza la caseina, podria provocar un secado de las secreciones de la mama,
lo que se asocia con baja secrecion de grasa y proteinas (Luruefia, 2010).

Con respecto a la hidrdlisis de la caseina, los estudios son escasos, pero se ha
demostrado un descenso en as-caseina y B-caseina al aumentar los RCS (Luruefia,
2010).

El aumento de acidos grasos libres (AGL) provocados por elevados RCS puede
causar el desarrollo de sabores rancios en la leche y en el queso elaborado a partir
de ella. El aumento de AGL en la leche de ovejas con alto RCS puede deberse a
qgue los leucocitos contiene lipasas o carboxilestearasas que pueden contribuir a la
lipdlisis en las leches mastiticas, estas enzimas lipoliticas dafian la membrana del
glébulo graso, exponiendo la grasa en la leche a la degradacién por lipoproteinas,
lipasas de la leche (Luruefia, 2010).

En cuanto al rendimiento quesero segun el RCS, si se elabora con leche de elevado
RCS, se produce un deterioro de la cuajada durante la sinéresis, con un largo tiempo
de coagulacion y una agregacion de la cuajada débil. Esto se debe a la hidrolisis
parcial de la as-caseina y de la B-caseina causada por la plasmina, daria lugar al
incremento del contenido de humedad y la reducciéon de la caseina en la cuajada,
lo que se traduce en un menor rendimiento quesero (Lurueia, 2010).

Relacion RCS y etapa de lactancia

El momento de la lactacion tiene influencia directa sobre la cantidad de leche
producida, ésta comienza en el parto y la produccion aumenta en forma considerable
en las primeras semanas (Busetti, 2007). En el transcurso de la lactancia es normal
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que ocurra un aumento del contenido celular, especialmente en los ultimos estadios.
Este significativo aumento con los RCS superiores al limite maximo (200.000
RCS/ml), en la mitad y al final de la lactancia podria estar ocasionado por el ordefio
a maguina ya que la relacién entre el ordefie mecanico y la respuesta celular es
positiva (Marguet y col., 2000).

El principal factor que afecta el RCS son las infecciones intramamarias pero existen
factores no infecciosos que también alteran el RCS como el estado fisiolégico,
factores de manejo y genéticos (Bergonier y Berthelot, 2003). La produccién de
leche y el tiempo de ordefie, también influyen en el RCS. En cuanto a las
caracteristicas del tipo de ubre, se ha podido mostrar que las ubres con buena
conformacion son menos propensas a mastitis subclinica y eventualmente a
presentar un mayor RCS (Legarra y Ugarte, 2005).

En examenes bacterioldgicos realizados mensualmente, se encontraron medios
mamarios con una prevalencia de infeccion mayor en los casos que el RCS era alto,
estos valores se presentaron en ovejas postparto, indicando que estas ovejas son
mas susceptibles a padecer mastitis subclinica. Sin embargo estos animales tienen
una mayor capacidad para limitar las infecciones durante el periodo perinatal, para
eliminar las infecciones durante la lactancia y cuantitativamente para limitar el
proceso inflamatorio y sus consecuencias clinicas, esto puede deberse a la
resistencia desarrollada por estas ovejas (Rupp y col., 2009).

Relacion RCSy frecuencia de ordefie

Con la finalidad de avanzar en el conocimiento para lograr una mejor calidad de
vida para los productores y mejor eficiencia en la produccion de leche, como
estrategia para motivar la explotacion de la lecheria ovina, distintos autores han
planteado el estudio de los efectos que causa sobre la produccion y la calidad de la
leche, la supresion de un ordefie diario o semanal (Castillo, 2008; Hervas y
col,2006).

Se ha considerado que la principal fuente de variacion del niamero de células
somaticas son: el sistema de ordefie y manejo, la alimentacion, tratamiento de
secado, higiene de la ubre y variaciones genéticas (Acero, 2002). Pero no se vieron
cambios significativos en RCS cuando se vari6 la frecuencia de ordefie de uno a dos
veces por dia (Hervas y col, 2006; Santibafiez y col, 2009; Castillo, 2008),
mostrando un valor promedio de 530.000 RCS/ml, lo que se considera dentro del
rango fisiolégico (Salgado, 2007).

Numero de lactancias, edad del animal y el nivel productivo.

La produccion de leche interfiere en el RCS, aumentando el RCS a medida que
disminuye la cantidad de leche: al final de la lactancia la leche contiene un mayor
RCS (Acero, 2002). Las ovejas jévenes producen menos leche que animales de
mayor edad y la maxima produccion se da entre la tercera y cuarta lactacion, luego
de la cual la produccion va decreciendo. También se afirma que existe una
correlacion positiva entre el nimero de lactancias y el RCS (Busetti, 2007).
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RCS, CMT y mastitis.

El CMT es un método de diagnostico indirecto y subjetivo para determinacion de la
incidencia de mastitis subclinica en ovinos y bovinos lecheros y no muestra
diferencias significativas entre razas ovinas (Gonzalez y Carmenes, 1995). Los
resultados obtenidos por el método de CMT tiene una alta especificidad y
sensibilidad, aun mayores que el RCS y el cultivo bacteriolégico (Suarez y col.,
2002; Gonzalez y Carmenes, 1995).También se ha encontrado una buena
correlacion entre CMT y estado de sanidad de la glandula mamaria, demostrando
asi el gran valor que tiene el CMT como una herramienta de diagndstico para las
ovejas lecheras (Suarez y col., 2002). Apolo y col., 1998 en su estudio de mastitis
subclinica obtuvieron como resultado que ante un CMT positivo con cultivo
bacteriol6gico positivo (sin alteracion de la glandula mamaria, ni de la secrecion
mamaria) era considerado mastitis subclinica, lo que coincide con los datos de
Stefanakis y col., 1995, quienes también indicaron que dentro de esta situacion el
RCS es mayor a un millén. Sin embargo en un estudio realizado por Pradieé y col.,
2012 en ovejas Corriedale y Texel en la region de Capdo do Ledo, Brasil
demostraron que los grados de CMT y el RCS no esté relacionado y su aplicaciéon es
limitada, recomiendan para confirmar el diagndstico de mastitis el diagndstico
bacteriol6gico. En dicho estudio también se determiné que el CMT presenta baja
sensibilidad en comparacién con el aislamiento bacteriano, a su vez existe un
namero alto de reacciones falsas positivas y negativas.

Los datos de ambos métodos de diagndstico (RCS y
CMT) son ampliamente utilizados en conjunto como analisis de referencia para
predecir el estado infeccioso de medios mamarios. En un trabajo realizado por
Suarez y col., 2002, se encontré una alta relacién entre CMT y RCS, se estimé el
namero de células sométicas que se podian encontrar segun nivel de CMT. Para un
CMT de nivel 0 se corresponde con un promedio de células somaticas de 223.576
RCS/ml de leche, en un nivel 1 de CMT el promedio es de 245.248 RCS/ml, en CMT
de nivel 2 corresponde a 397.778 RCS/ml, un promedio de 1.159.109 RCS/ml en un
CMT nivel 3. En este trabajo se clasificaron 4 niveles de CMT, siendo el ultimo que
correspondio con un RCS de 2.460.833 RCS/ml. Sin embargo, existen estudios que
predicen con una exactitud del 82% un RCS con 440.675 RCS/mly una puntuacion
de 1 en CMT representa medios mamarios no infectados.

La mastitis es la inflamacion del parénquima de la glandula mamaria,
independientemente de su causa, con cambios fisicos y quimicos de la leche y
alteraciones patoldgicas en el tejido glandular. Las principales modificaciones son
cambios en el color, presencia de coagulos y un gran numero de leucocitos
(Radostits y col., 2001). La mastitis clinica se caracteriza por la presencia de
sintomas locales (calor, dolor, inflamacion, entre otros) (Las Heras y col., 1998). La
mastitis subclinica es una inflamacion que no es detectable clinicamente, afectando
negativamente la produccién. Sin embargo, lo que indica la mastitis subclinica en
ovinos y caprinos en términos de niveles de RCS, resultados de las pruebas de CMT
y de cultivos bacteriolégicos no estan definidas tan claramente como para los
bovinos lecheros (Menzies y col., 2001).
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La leche proveniente de animales con mastitis clinica es separada porque los
animales afectados pueden detectarse a la inspeccion. Esta enfermedad provoca
grandes pérdidas economicas debido a la disminucién de la produccion de leche
(afectando crecimiento de corderos), mortalidad de ovejas y corderos, costos de
tratamientos los que pueden ser aplicados en algunos de los casos pero en la
mayoria lleva a la pérdida irreversible de la funcion de la glandula y degeneracion de
la misma (Leitner y col., 2007).

Las consecuencias de los tratamientos con antibidticos de las mastitis clinicas,
cuando estos animales no son bien identificados y su leche es remitida, provoca la
presencia de antibioticos en leche llevando a provocar problemas, en la salud
(reacciones alérgicas, resistencias), en la industria (interferencia con los cultivos
iniciadores en la elaboracion de queso y yogur) y sanciones al productor (Parra,
2003). En el caso de las mastitis subclinicas la calidad de la leche para consumo o
elaboracion de subproductos puede verse afectada ya que estos animales son
ordefiados de forma regular, mezclando su leche con la de animales sanos (Leitner y
col., 2007). La incidencia de mastitis subclinica en ovinos es de un 17,5% (Albenzio
y col., 2001). Existen estudios que revelan una prevalencia de mastitis subclinica de
18,3% (Al-Majali y col., 2002) en ovejas Awassi en el sur de Jordania y de 19% en
un estudio realizado por McDougall y col., 2002, en Vermont, USA.

Relacion de agentes Etiolégicos con CMT y RCS

Otro factor importante afectado es la higiene y calidad del producto final, con el
consecuente riesgo de infeccibn o intoxicacion (por presencia de toxinas
bacterianas) de los consumidores por presencia de bacterias en productos
elaborados a partir de leche cruda entre otras: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. (Bergonier y Berthelot, 2003). Los
aislamientos que dan lugar a mayores reacciones al CMT irian acompafiados de
mayores recuentos bacterianos en leche (Las Heras y col., 1998).

Los agentes etiologicos se clasifican para su estudio como patbgenos mayores y
patégenos menores de acuerdo al dafio que producen a la glandula mamaria. Los
patbgenos mayores son Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus
spp., Pasteurella spp., Pseudomona spp. y Micoplasmas. Los patdégenos menores u
oportunistas son Micrococcus spp., Corynebacterium spp. y Bacillus spp. (Suarez y
col., 2002; Bergonier y Berthelot, 2003; Barberis y col., 2002; Moroni y col.,1998).
Los medios glandulares mamarios con mas de 870.000 RCS/ml podrian asociarse
con agentes patdgenos menores y 1.900.000 RCS/ml o mas se asocian a agentes
patbgenos mayores (Suarez y col., 2002). Los Staphylococcus presentes
frecuentemente son: Staphylococcus aureus (se caracteriza por ser coagulasa
positiva), Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus Coagulasa Negativa (ECN)
(Haenlein, 2002).

Existe una relacion significativa entre el grupo bacteriano aislado de mastitis
subclinicas ovinas ECN, Staphylococcus Coagulasa Positiva (ECP), Streptococcus
spp., o Corynebacterium spp., el CMT y los recuentos bacterianos en leche
(Haenlein, 2002).

Se ha observado una reaccion inflamatoria y una eliminacion bacteriana mayor en
leche con mastitis causadas por ECP y Streptococcus spp., seguidos de los ECN y
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Corynebacterium spp. Los aislamientos de la bacteria del genero Staphylococcus
spp. con mayor poder hemolitico y con mayor reaccién a la prueba de la DNAsa
darian lugar a reacciones mas intensas al CMT, RCS y a mayores recuentos
bacterianos en la leche de los animales infectados (Gonzalez y Carmenes, 1995;
Las Heras Ay col., 1998; Haenlein, 2002).

Aunque estos estudios revelan que el grupo de ECN tiene una baja patogenicidad y
se encuentra asociado a inflamaciones leves de la mama, se ha puesto de
manifiesto la importancia de estos microorganismos como agentes causales de
mastitis ovinas clinicas y subclinicas ya que constituyen el grupo con mayor
prevalencia en esta patologia y aislado con mayor frecuencia (Gonzélez y
Cérmenes, 1995). Este grupo bacteriano incluye mas de 50 especies y subespecies,
las especies mas comunes de ECN aislada de mastitis bovina son Staphylococcus
chromogenes, Staphylococcus epidermitis y Staphylococcus simulans. En el caso
del Staphylococcus hyicus es variable a la reaccion de la coagulasa (Stanchiy col,
2010), pero existen autores que lo clasifican dentro del grupo Staphylococcus
coagulasa negativa (Navarro, 2009). Por ello actualmente no seria correcto agrupar
a todos los ECN como patégenos menores en el ganado ovino, sino que seria
adecuada una reclasificacion de los mismos segun su patogenicidad mamaria
(Torres, 2010).

En un estudio sobre mastitis subclinica en ovejas realizado en Uruguay por Apolo y
col., 1998, se aislo principalmente Staphylococcus aureus (46%) y ECN (18%).

Dado que en Uruguay la informacion con respecto a los niveles normales de RCS es
escasa Yy a nivel mundial es muy variable, es importante profundizar en el tema para
poder establecer limites normales de RCS.

También consideramos que es importante conocer la relacion que tiene el CMT
como método de andlisis indirecto con la salud de la ubre.

OBJETIVOS
Objetivo general

Determinar la cantidad de células somaticas en leche ovina, la variacion individual a
lo largo del periodo de ordefie y con distintos regimenes de ordefie, su relacion con
CMT y mastitis subclinica.

Objetivos especificos

e Determinar la variacidén de células somaticas a lo largo del periodo de ordefie
y su variacion individual segun, numero de lactancias, edad del animal y el
nivel productivo.

e Aislar e identificar microorganismos en muestras de leche con mayor grado de
CMT.

e Evaluar el CMT como indicador del RCS.
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HIPOTESIS

Existe variacion del recuento de células somaticas a lo largo de la lactancia.

El régimen de un ordefie diario provoca la disminucion del RCS.

El recuento de células somaticas esta directamente relacionado con el CMT.

Altos recuentos de células somaticas esta relacionado con patdgenos presentes en
la ubre.

MATERIALES Y METODOS

General

Los ensayos se realizaron en 70 ovejas Milchschaf que integran un sistema lechero
en el Campo Experimental N° 1 de la Facultad de Veterinaria (Canelones, Migues).
Las ovejas, individualmente identificadas, se encarneraron en marzo/abril, se les
realizé la esquila preparto en el mes de julio, el periodo de paricion fue en agosto-
setiembre. El destete se realiz6é a los 30 dias posparto aproximadamente con 10 Kg
de peso vivo. Luego las ovejas fueron ordefiadas rutinariamente a maquina entre
setiembre y diciembre.

El ordefio mecéanico se realizé6 con maquina de ordefie para ovinos, con un nivel de
vacio 44 kpa, 90 pulsaciones/min y una relacion ordefio/masaje 65:35. La ubre no
se lavaba, precediéndose regularmente al apurado a maquina sin repaso manual. Se
conformaron dos grupos con distintas rutinas de ordefie de uno y dos ordefies
diarios. Al inicio y fin del periodo de ordefie, las ovejas fueron pesadas y se
determind la condicion corporal (Jefferies, 1961).

Durante el periodo que va desde el ultimo tercio de gestacion hasta el secado de las
glandulas, la alimentacion se hizo en base a un pastoreo rotativo sobre praderas
sembradas.

Grupos experimentales

Se conformaron dos grupos, cada uno identificado con pintura de distinto color.
Cada lote de ingreso al ordefie se dividié al azar en dos, manteniendo la proporcion
de adultas y borregas. El primero recibié doble ordefie diario, durante 100 dias, se
denominaron GrupoDoble (GD) y el segundo grupo se le realizoé un ordefie diario en
la mafiana, durante 100 dias y se lo nombraron como GrupoSimple (GS).

Métodos

Se realizo el control lechero con el método A4, ICAR (2007). El primer control se
llevo a cabo en un maximo de 52 dias postparto con no mas de 35 dias de ordefie,
los siguientes controles se realizaron cada 30 dias como maximo. Para los mismos
se emplearon medidores volumétricos con una precisiéon de 10 ml para realizar las
mediciones de las fracciones del ordefio y cada uno de los controles. Se tomaron

18



muestras individuales durante la mafana y la tarde en cada uno de los controles.
Las muestras fueron acondicionadas con dicromato de potasio para su transporte al
laboratorio, para analisis de recuento celular. El criterio de secado fue de una
produccion individual menor a 200 ml/dia. En cada control lechero también se
procedi6 a tomar una muestra representativa del tanque de frio para la
determinacién de grasa, proteina, lactosa mediante absorcion de radiacion infrarroja
y contaje celular. La metodologia que se utilizé para el recuento celular tanto de las
muestras de tanque de frio como individuales fue por citometria de flujo (Norma IDF
41C:200) en el laboratorio de COLAVECO. La muestra se tomd: homogeinizando la
leche del tanque de frio durante 5 minutos y luego con cucharon limpio se extrae una
muestra de 60 ml. Las muestras identificadas se remitieron refrigeradas entre 1y 7
°C con hielo o refrigerante.

CMT y extraccién de muestras para recuento celular y cultivo:

Al inicio y fin de periodo de ordefie (setiembre y diciembre), se llevé a cabo el
muestreo de leche de cada oveja y cada medio mamario, en todos los grupos; en
dias diferentes al control lechero.

Procedimiento de muestreo:

Las ovejas una vez que entran a la plataforma de ordefie, se les lava los pezones
con agua y se secan con toallas descartables. Posteriormente, se limpia cada pezon
con algodén embebido con alcohol 70° GL, descartando los primeros chorros y se
extraen muestras (20ml) manualmente en forma aséptica (con previo lavado de
manos con detergente y posterior desinfeccién con alcohol 70°) en un frasco estéril,
para analisis microbiolégicos y RCS. A su vez se extrajo otra muestra (10ml) para
CMT de la misma oveja de cada pezon. En cada caso los frascos se cierran
inmediatamente luego de extraida cada muestra, se debe identificar el frasco con el
registro que corresponde al animal que le fue tomada dicha muestra y a que pezén
corresponde (derecho o izquierdo). Las muestras fueron transportadas refrigeradas
a 4°C (Pinto y col., 1998). Los analisis microbiol6gicos y de recuento directo en
microscopio de células sométicas se realizaron en el Laboratorio de Ciencia y
Tecnologia de la Leche y de la Universidad de la Republica. Se remitieron al
laboratorio todas las muestras para RCS y se seleccionaron 25 muestras (aquellas
gue presentaron mayor grado de CMT) para analisis microbiol6gico en diferentes
medios de cultivo para aislamiento e identificacion de diferentes grupos bacterianos.

California Mastitis Test (CMT)

El CMT de Schalm y Noorlander consiste en la mezcla del reactivo con la leche (0,2
ml de cada uno), si la leche contiene méas de 500.000 polimorfonucleares/ml se vera
floculacion de la leche. El reactivo que quimicamente pertenece al grupo de los
tenso-activos, contiene sales de hidrocarburos de cadena larga (detergentes), este
hace estallar la pared celular de los leucocitos dejando en libertad el protoplasma,
gelifica las proteinas y la mezcla toma un aspecto viscoso, gelatinoso, llegando al
estado de “gel” espeso. La lectura se realiza de forma visual, la reaccion

19



desaparece en unos 20 segundos, por este motivo debe hacerse rapidamente y la
calificacion que se da es en base a la formacién de gel y cuanto mayor es la
formacién de gel, mayor es la calificacion. La clasificacion para los grados de CMT
fue de 0, 1, 2, 3, 4. Siendo nivel 0 sin formacion de gel y el nivel 4 formacion de un
coagulo solido visualizdndose claramente (Sosa y Feder, 1971).

Recuento de células sométicas (RCS)

El recuento de células somaticas se realizé conforme a la metodologia Prescott—
Breed, 1910 citada por Sosa y Feder, 1971 y Norma IDF 148:1995. Es un método
directo de referencia para determinacion de recuento de células sométicas. El
principio de este método se basa en el examen citolégico de la leche, que permite
deducir en cierto grado la naturaleza de los procesos infecciosos mamarios,
debiendo ser confirmados estos resultados con pruebas bacteriologicas y celulares.
La extension de 0,01 ml de la muestra de leche, usando una micropipeta sobre un
portaobjeto con una superficie delimitada de 1cm?2 (se preparan 2 areas de iguales
medidas en el mismo portaobjeto). Secar a temperatura ambiente, realizar la tincion
con azul de metileno y secar nuevamente, posteriormente se procede al recuento de
células en un microscopio de inmersion de 400 - 1000X, de diametro igualmente
conocido (calculo del Factor de Microscopio), este método permite la evaluacion de
la cantidad de células en la leche y la determinacion de la forma leucocitaria (Pinto y
col.,1998).

Aislamiento e identificacion de microorganismos

El examen bacterioldgico se realiz6 segun Calvinho, 2001 se partié de 25 muestras
con CMT de grados mayores.

Se utilizaron 0.05 ml de cada muestra, se sembrdé empleando la técnica de estrias
en superficie en 3 medios solidos:

Agar_Sangre ovina (5%): se emple6 para el aislamiento y cultivos de diversos
microorganismos (sobre todo patdgenos) exigentes y para la determinacién de sus
formas hemoliticas. Se incubd a 37°C durante 24 a 48hs y luego se realizé el estudio
y determinacion de las formas de hemolisis (Mcd LAB, 2010).

Medio Agar Edwards: se emple6é para determinacion de estreptococos y
enterococos (Demeter, 1969). La busqueda de Enterococcus spp. es
particularmente importante debido a su origen fecal, para el control higiénico de la
leche, ya que presentan una relativa termorresistencia y cuando se encuentran en
grandes cantidades, originan elevadas tasas bacterianas en leches pasteurizadas o
pueden causar otros efectos indeseados. Por otra parte, el Streptococcus spp. de
mayor importancia como causante de la inflamacion de la mama (mastitis) es el
Streptococcus agalactiae (Demeter, 1969). Streptococcus agalactiae (esculina
negativo) tiene un buen crecimiento en este medio, son colonias azules sin
fermentacion, los otros estreptococos dan colonias de color negro por la presencia
de esculina. Enterococcus faecalis tiene buen crecimiento, produce colonias de color
azul con fermentacion (esculina positivo) (Oxoid, medio Edwards).
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Agar-bilis-rojo violeta (VRBA): La mezcla de sales biliares y el cristal violeta inhiben
las bacterias Gram-positivas. El Rojo Neutro es un indicador de pH. Este medio se
emple6 como medio selectivo y diferencial para la deteccion de bacterias Gram
negativas y de coliformes en la leche (APHA, 2001).

La lectura se realizd a las 24 y 48hs (incubacién 35-37°C) teniendo en cuenta la
siguiente metodologia:

-Més de 3 colonias de caracteristicas iguales: posible agente etiolégico.

-Hasta 3 colonias diferentes: es admisible.

-Méas de 3 colonias diferentes: se considera contaminacion de la muestra, se tiene
que volver a muestrear (en nuestro trabajo ninguna de las siembras coincidié con
esta opcion).

Luego se identificaron y repicaron las colonias sospechosas en caldo de
enriquecimiento (Brain Heart Infusion,BHI) y se incubaron por 18 a 24hs, a 35°C.

Para la caracterizacion y deteccion de los posibles agentes etioldgicos se realizo el
siguiente procedimiento:

- A todas las colonias aisladas se les hizo Test de catalasa: El Peroxido de
Hidrégeno es el reactivo utilizado, es de utilidad para separar la Familia
Micrococacceae (catalasa positivo) de los géneros Streptococcus y
Enterococcus (catalasa negativo) (APHA, 2001).

- Se realizd la tincion de Gram: a partir de caldo BHI, a todas las colonias
sospechosas de ser posibles agentes etiolédgicos .

- El ensayo VRBA con MUG: se utiliz6 para confirmar la presencia de E. Coli
en colonias sospechosas desde BHI que provenian del crecimiento en VRBA
y Agar Sangre. Esta basado en la actividad enzimatica de la B-glucuronidasa
(GUD). El sustrato utilizado 4-metilumbeliferil-D-glucurénido (MUG) es para
detectar la actividad de la glucuronidasa por fluorescencia bajo luz UV, mas
del 95% de E. coli producen GUD (APHA, 2001).

- Medio DNAsa: las colonias sospechosas de Staphylococcus aurues que
crecieron en Agar Sangre se sembraron en medio sélido que contiene verde
de metilo el cual se combina con DNA altamente polimerizado. Cuando la
combinacion no ocurre, por accion de la enzima desoxirribonucleasa
(DNAsa), se produce una decoloracion del medio. La formacion de un halo
transparente alrededor de la siembra indica presencia de DNAsa. La
presencia de DNAsa permite diferenciar Staphylococcus aureus que es la
Unica especie dentro del género Staphylococcus spp. que posee DNAsa
(APHA, 2001).

- Test de la coagulasa: Esta técnica nos permite diferenciar Staphylococcus
coagulasa positivo (S. aureus, S. intermedius, S. delphini y S. schleiferi subsp.
coagulans.) de los Staphylococcus coagulasa negativo. La determinacion de
la coagulasa libre se realiza colocando 0,2 ml del cultivo desde caldo BHI
hacia un tubo estéril y se agrega plasma de conejo con EDTA rehidratado
(liofilizado). Se incuba a 35-37°C y se examina cada 30 minutos durante 6
horas (APHA, 2001). (Stanchi y col., 2010; APHA, 2001).
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- Medio Cetrimide: es selectivo para Pseudomonas aeruginosa. Este medio
cetiltrimetilamonio bromuro, sirve para conseguir una notable inhibicién de la
microbiota acompafante (BD, 2009). La siembra se realiza en placas en
superficie y se lleva a incubar a 35-37°C durante 48hs. Las colonias de
Pseudomona aeruginosa forman un pigmento verde azulado (piocianina) y
son fluorescentes a la luz UV (BD, 2009).

- La prueba de CAMP: se utiliza para la identificacion presuntiva de
Streptococcus agalactiae (grupo B de Lancefield). En esta prueba se observa
un efecto sinérgico que se produce al interactuar el factor CAMP producido
por cepas de S. agalactiae con la hemolisina 3 de Staphylococcus aureus.
Ambos son productos extracelulares que difunden en el medio de cultivo para
producir una zona de potenciacion de la hemolisis completa en forma de
flecha en el lugar donde se contactan las dos estrias, cuando se utilizan
placas de Agar Sangre. Una vez inoculados, los medios de cultivo deben ser
incubados a 35-37°C por 18-24 horas. La identificacion especifica de
Streptococcus agalactiae es a través de antigeno especifico del grupo y
métodos moleculares de deteccion, la cuales no se realizaron en este trabajo
(Brizuela, 2007).

- Prueba de crecimiento (tolerancia) en 6.5% de NaCl: permite diferenciar las
especies de Enterococcus spp. (crecimiento positivo en presencia de 6.5% de
NacCl) de los Streptococcus del grupo D (crecimiento negativo en presencia de
6.5% de NaCl). El microorganismo en estudio se inocula en un caldo tripticasa
soya conteniendo 6.5% de NaCl. Luego de un periodo de 18-24 horas a 35-
37°C se observa la presencia o ausencia de crecimiento en el medio de
cultivo (Stanchi y col, 2010; APHA, 2001).

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, se utiliz6 el paquete estadistico STATA (2010), la
comparacion entre grupos de produccion de leche se hizo por analisis de varianza
(ANOVA). En la comparacion de contaje celular, se realiz6 previamente
transformaciéon logaritmica, donde los efectos testeados fueron edad, numero de
ordefie e interaccion entre ambas.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se utilizaron 70 ovejas Milchschaf, el periodo de ordefie fue
de 102 dias, las ovejas fueron ingresando semanalmente al ordefie segun fecha de
paricion.

El peso promedio al inicio del ordefie fue de 45,23 Kg y una condicién corporal de
1,64 y al final del ordefie fue de 56,58 Kg y condicion corporal de 2,2. Con respecto
a esto vemos que al inicio del periodo de ordefie el peso y la condicion corporal
fueron bajos aumentando considerablemente hacia el fin de la misma. Esta baja
condicion corporal al inicio posiblemente se deba a que los Ultimos meses de
gestacion son en invierno donde las pasturas son de baja calidad.
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Tabla Il. Media y desvio estandar de produccion de leche (litros) corregido a
los 100 dias de ordefie segun frecuencia de orderie diaria y edad

n n P>F
Frecuencia 1 ordefe 2 ordefies

34 67,43+25,00 35 96,41+26,88 o
Edad Borregas Adultas
15 69,41+20,83 54 85,66+30,87 *

*. P<0.05. ** P<0.01.

En la Tabla Il se observa que la produccion de ovejas con 2 ordefies diarios es de
96,41 | promedio en 100 dias, en cambio en ovejas ordefiadas 1 vez al dia producen
67,43 | promedio, concluyendo que la supresién de un ordefie diario, implica una
disminucion significativa en la produccion. Segun Kremer y col., 2009, en un estudio
realizado con ovejas Corriedale y cruzas Milchschaf en el Campo Experimental N° 1,
Migues, de la Facultad de Veterinaria reporta que la produccién de la raza Milchschaf
presente en Uruguay es de 100 litros en una lactancia de 100 dias. Las diferencias
observadas en paises europeos con producciones de 350 a 650 litros por lactancia
podran deberse a diferencias genética y/o adaptacion de la raza a distintos climas
(Farid y Fahmy, 1996).

En un estudio realizado por Hervas y col., 2006 en Espafia con ovejas Assaf, donde
la produccion disminuye notablemente al suprimir dos ordefies semanales,
atribuyendo gue esta respuesta estaria condicionada por la morfologia y capacidad
de distencién de la ubre, también apuntan a la importancia de la raza en el efecto de
la supresion, ya que existen razas con importantes pérdidas productivas (Sarda). Al
igual que en los resultados de Castillo, 2008 en ovejas Manchega y Lacaune, con
frecuencia de uno o dos ordefies diarios, demostraron que al cambiar de uno a dos
ordefies diarios, se estimula mayor produccién de leche. Este autor afirma que el
aumento de produccion estd dado por un aumento de las células secretoras
mamarias.

La edad también influye con cambios significativos en la produccién, a mayor edad
mayor produccion, ovejas adultas producen mas que las borregas.

En una revision bibliogréfica realizada por Pefia Blanco y col., 2005 en Espafa,
expresa que la edad de la oveja influye en forma notable la producciéon de leche,
observando producciones mas elevadas a partir de los 4 afios de edad hasta los 7
afos.

La mayor produccién en animales adultos esta dada por el aumento de peso y el
mayor desarrollo de la glandula mamaria con las prefieces sucesivas, e€ste es un
factor que se conoce y se ha estudiado ya hace tiempo (Segun Smith, 1962).
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Tabla Ill: Composicion de leche de muestras de tanque tomadas en distintos

dias de orderie
Dias de ordefie Grasa (%) Proteina (%) Lactosa (%) RC (miles/ml)
13 5,23 5,57 4,87 283
27 5,48 5,61 5,16 245
48 5,76 5,79 5,26 132
75 5,76 5,65 5,26 197
103 6,74 5,31 5 157

A partir de las muestras obtenidas del tanque de frio en distintos momentos del
periodo de ordefie se puede observar la variacion de sus componentes. El
porcentaje de grasa aumenta hacia el final del periodo de ordefie, siendo éste al
inicio 5,23% vy al final 6,74%. En cambio no se pudo apreciar diferencia en los
valores de lactosa y proteina a lo largo del ordefie.

En cuanto al RCS se ve que al inicio es mayor, disminuyendo hacia la mitad del
periodo de ordefie, elevandose luego hacia el final del mismo debido a que
disminuye la produccion de leche y por lo tanto no hay efecto dilucién.

De acuerdo con la bibliografia, Busetti, 2007, en referencia a la calidad de leche
ovina, expresa que un RCS alto se manifiesta en los componentes de la leche, con
disminucién de la concentracion de grasa, proteinas y solidos totales.

Las proteinas, grasa y lactosa tienen variaciones a lo largo de la lactancia, siendo
mayor al inicio, para luego ir descendiendo, llegando al minimo de su valor al
mismo momento que se da el pico de produccion (2-3 semanas) en una curva
normal (Velasco y col., 2001), estos resultados no se evidenciaron asi en el presente
estudio, porque el ganado ovino presenta ante otras especies la particularidad de
que la lactancia natural del cordero es mas prolongada, lo que condiciona
notablemente la propia curva de lactacién, diferenciada por dos periodos, lactancia y
ordefo, separados por el destete (Luruefia, 2010).
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Tabla V. Medias y desvio estandar del recuento celular-Rc(miles de células/ml y logaritmos en base 10)
a lo largo del periodo de ordefie, con un régimen de 1 o 2 ordefies diarios, en borregas y ovejas.

Dias de ordefie 13 27 48 75 102
Totales Rc (xxs) 295,30+570,10 165,46+142,13 138,26+135,15 88,26+109,11 104,27+144,46
log (x+s) 5,26+0,34 5,12+0,25 5,03+0,27 4,83+0,26 4,90+0,25
n 35 67 69 69 69
1 ordefie
Frecuenciade RC(miles/ml) 359,33+797,31 159,21+144,87 101,02+56,48 90,55+137,10  82,55+41,62
ordefie (log RC) 5,23+0,40 5,11+0,25 4,95+0,20 4,81+0,27 4,87+0,18
n 18 33 34 34 34
2 ordefies
RC(miles/ml) 238,27+163,01 171,52+141,33 174,42+17522 86,02+74,52 12537+197,81
(log RC) 5,30+0,25 5,14+0,26 5,11+0,30 4,84+0,25 4,92+0,30
n 18 34 35 35 35
P>F * * * * *
Edad Borregas
RC (miles/ml)  159,00+71,88 129,13+37,38 94,20+41,16  69,93+39,77 104,73+115,77
log RC 5,15+0,21 5,09+0,12 4,93+0,18 4,78+0,22 4,89+0,29
n 8 15 15 15 15
Adultas
RC (miles/ml) 334,25+642,28 175,94+158,93 150,50+149,28 93,35+121,39 104,14+152,43
log RC 5,29+0,36 5,13+0,28 5,06+0,28 4,84+0,27 4,90+0,25
n 28 52 54 54 54
P>F * * * * *

*indica diferencias significativas (P<0.05) para los efectos de edad y frecuencia de ordefie.

En la tabla IV se presentan los resultados del RCS a lo largo del periodo de orderie
las cuales fueron tomadas individualmente y enviadas al laboratorio para ser
procesadas mediante el método de citometria de flujo. Se observan cambios
significativos en el RCS a lo largo del periodo de ordefie. Al inicio se observa un
mayor RCS, luego disminuye en mitad del ordefie y hay un leve aumento hacia el
final de la mismao.

En cuanto a la relacién de la supresion de un ordefie diario y el RCS, se ve un
aumento del RCS al realizar dos ordefies diarios. EI aumento de células somaticas
en la leche puede deberse, ademas de a infecciones mamarias, a factores
fisiologicos (estado de lactacién, parto, celo y numero de crias) y no fisiologicos
(Castillo, 2008; Acero, 2002). Segun Marguet y col.,, 2000 el nimero de células
somaticas se eleva por la injuria del ordefie mecanico y el no amamantamiento de
los corderos.

Segun la edad el RCS es mayor al inicio del ordefie en ovejas adultas que en
borregas, sin embargo en el transcurso del ordefie no se ven diferencias entre
borregas y ovejas adultas. Suarez, 2007 también encuentra diferencias en el RCS,
aumentando al inicio de la lactancia, descendiendo en el pico de mayor produccion,
entre la tercera y quinta semana de la lactancia. Esto puede deberse a que hay una
mayor prevalencia de infeccidn en ovejas postparto, indicando que éstas son mas
susceptibles a padecer mastitis subclinica. Sin embargo, estos animales tienen una
mayor capacidad para limitar las infecciones durante el periodo perinatal, para
eliminar las infecciones durante la lactancia y cuantitativamente para limitar el
proceso inflamatorio y sus consecuencias clinicas, esto puede deberse a la
resistencia desarrollada (Rupp y col., 2009).

En una revision realizada por Acero, 2002 expresa que uno de los factores
importantes en las variaciones de RCS es la etapa de lactancia, observandose en la

25



tltima fase de lactacion mayores RCS, al igual que lo reportado por Marguet y col.,
2000 en su estudio con ovejas Texel y Frisona y sus cruzas.

Acero, 2002 indica que existen otros factores importantes que influyen en la
variacion de RCS que son el sistema de ordefie, la rutina de ordefie, alimentacion,
ambiente, siendo los factores mas importantes, la mastitis y la produccion de leche.

Tabla V. Logaritmos y RCS (103 cel/ml), medias y desvio estandar de recuento celular al inicio y fin del
ordefie segln edad y frecuencia de ordefie.

Incio de ordefie Fin de ordefie P>F
1 ordefie 2 ordefies 1 ordefie 2 ordefies
n n n n
Frecuencia 32 219,15+149,61 34 187,95+115,73 34 207,55+98,74 34 173,63+79,33
5,24+0,30 5,22+0,20 5,26+0,22 5,20+0,17 NS
Borregas Adultas
Edad 15 209,70+149,33 51 201,13+129,53 53 158,53+75,42 53 199,66+92,98
5,23+0,27 5,22+0,24 5,15+0,21 5,25+0,19 NS

NS. No significativo

En la Tabla V se muestran los resultados del RCS al inicio y final del ordefie segun
frecuencia de ordefie y edad. Las mismas fueron tomadas en dos oportunidades
diferentes a la de los controles lecheros. Estas fueron procesadas por el método de
Breed.

Se puede observar que no hay cambios significativos al inicio y final del ordefie en
RCS con respecto a la frecuencia de ordefie y la edad, en ovejas adultas de mas de
una lactancia y borregas de primera lactancia. Sin embargo, en un estudio realizado
por Marguet y col., 2000 encontraron que en la mitad y final del ordefie se ve un
aumento RCS por encima del limite normal (200 x 103 células/ml), atribuyéndose
este aumento al ordefie mecanico y sin amamantamiento de los corderos. En
nuestro estudio tomamos como limite maximo el establecido por Marguet y col.,
2000, aunque no se ha podido fijar para los ovinos parametros uniformes o
comparables de RCS, ya que existen diferentes criterios segun los autores, los que
establecen pardmetros desde 200 x 103 RCS/ml hasta 1 x 10° RCS/ml en razas
Corriedale y Texel (Pradieé y col., 2012).

Tabla VI. Medias y desvio estandar de RCS (células x 103) y
logaritmo en base 10 segun grados de CMT

CMT n RCS xts Log xts
1 26 200,53+150,55 5,20+0,28
2 210 191,52+138,80 5,18+0,29
3 32 235,87+142,08 5,30+0,23
4 2 243,00+46,66 5,38+0,08

P>F NS

NS. No significativo
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En la Tabla VI se expresa el grado de CMT y su relacion con el RCS donde se
observa que a medida que aumentan los grados de CMT se ve un incremento de
RCS, aunque la variacion no fue significativa. A diferencia de lo que refleja el
estudio realizado por Gonzélez-Rodriguez, 1995 con tres razas diferentes (Assaf,
Churra y Castellana), donde se ve claramente un aumento de RCS por cada grado
de CMT independientemente de la raza. Sin embargo, en un estudio realizado por
Pradieé y col., 2012 en ovejas Corriedale y Texel en la region de Capéo do Leéo,
Brasil, obtienen resultados similares a los del presente estudio, donde los grados de
CMT y RCS no estan relacionados y su aplicacion es limitada, recomendando para
confirmacion de mastitis el diagnéstico bacteriolégico. Para dichos autores el CMT
presenta baja sensibilidad en comparacion con el aislamiento bacteriano, a su vez
existe un nimero alto de reacciones falsas negativas y positivas.

Comparando con el estudio realizado por Marguet y col., 2000 donde se utilizan
razas Texel y Frisona y su cruza, en el cual se establecen como limite maximo para
leche ovina normal 200 x 103 células/ml. En el presente estudio es posible observar
que el grado 1y 2 de CMT se encuentran dentro del valor normal de RCS y los
grados 3 y 4 superan este maximo, lo que indicaria que no es una leche normal. No
obstante en el presente estudio no se obtuvieron RCS altos ya que no superan las
250 x 1083 células/ml.

Tabla VII: Microorganismos aislados de muestras individuales con mayor grado de

CMT
CMT  N°totales N°sembradas Positivos Microorganismo

al Cultivo

4 2 2 Ninguno Ninguno

3 32 32 4 SCN*, St. agalactiae*, E. coli*.

Staphylococcus aureus*, SCP.
Enterococcus spp
2 215 16 3 Staphylococcus aureus,

Enterococcus spp

*Microorganismos aislados de una misma muestra.

Las muestras que se aislaron, presentaron grado 2 y 3 de CMT. Las muestras con
grado 4 no dieron positivo al aislamiento microbiano, esto puede deberse a que el
CMT es un método que presenta un numero alto de reacciones falsas negativas y
positivas, como quedo demostrado por Pradieé y col, 2012.

Segun Las Heras y col., 1998, existen coeficientes de correlacion significativos entre
las variables: la produccién de DNAsa y actividad hemolitica de Staphylococcus
aureus con el CMT; los recuentos bacterianos en leche con el caracter hemolitico y
la produccion de DNAsa. Estos hallazgos sugieren que los aislamientos con
hemolisis positiva y DNAsa positiva se corresponderian con reacciones mas
intensas al CMT. En nuestro estudio los grados 2 y 3 de CMT dieron reaccion
positiva a DNAsa y a la formacién de hemodlisis.
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Tabla VIII: Microorganismos aislados segun muestras sembradas al inicio y
fin del periodo de ordefie.
Microorganismos aislados N° de muestras

Staphylococcus aureus* 4
SCN*

Enterococcus spp.
SCP

Streptococcus agalactiae*

L

E. coli*

*Bacterias aisladas de una misma muestra.

Los agentes etiologicos mayormente aislados fueron  Staphylococcus aureus,
Staphylococcus coagulasa negativa y Enterococcus spp. y en menor proporcion
SCP, Streptococcus agalactiae y Escherichia coli.

Si tomamos al grupo Staphylococcus coagulasa positiva, podriamos observar que
nuestros resultados son comparables a los obtenidos por Apolo y col., 1998,
realizado en leche ovina de cruza Corriedale y Milchschaf, que fue en un 46%.
Mientras que Staphylococcus coagulasa negativa 18%, Streptococcus spp. 18%,
Corynebacterium spp. 12%, E, coli 6%.

Suarez y col., 2002 con ovejas Pampinta, encontraron Staphylococcus coagulasa
negativa un 32,4 %, Micrococcus spp un 32,4%, Corynebacterium spp un 5,4% y
Bacillus un 1,4%, los que fueron los agentes mas frecuentemente aislados
(prevalentes), mientras Staphylococcus aureus 27% y Escherichia coli 1,4% fueron
el grupo menos aislado.

CONCLUSIONES

En el presente estudio no se obtuvieron RCS elevados ya que el maximo fue de
300.000 cél/ml.

La mayor variacion del RCS entre la poblacién, se presentd al inicio del periodo de
ordefie, con un ordefie diario y en ovejas adultas.

Existe una variacion del RCS a lo largo del periodo de ordefie, esto indica que el
periodo de ordefie influye en el RCS.

En ovejas adultas se da un aumento del RCS al inicio del periodo de ordefie, en
cambio en borregas es menor en esta etapa.
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En cuanto al nivel productivo, la supresion de un ordefie diario lleva a una
disminucién de la producciéon. Ovejas adultas producen mas litros de leche a los 100
dias de lactancia que las borregas de primer ordefie.

En cuanto al CMT aplicado en ovinos se puede observar que es una prueba poco
sensible, ya que los grados altos de este no coinciden con recuentos celulares
elevados.

El CMT no es un buen método para el diagnéstico de mastitis subclinica en ovinos.

Los agentes etiolégicos principalmente aislados fueron Staphylococcus coagulasa
positiva, Enterococcus spp. y Staphylococcus coagulasa negativa y con menor
frecuencia fueron aislados Steptococcus agalactiae y Escherichia coli. En ninguno
de los casos se observd cambios en la composicion de la leche ni de la glandula
mamaria.

Los resultados del aislamiento no son realmente representativos de la poblacién con
mastitis subclinica, ya que se sembraron las muestras a partir de los grados mas
altos de CMT y este método no es confiable para el uso en ovinos por no tener una
buena sensibilidad. Posiblemente el mejor método para determinar mastitis
subclinica en ovinos sea el RCS.
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