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ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE LA EVOLUCION DEL PROCESO
DE INTENSIFICACION DE LA LECHERIA ARGENTINA Y LOS APORTES

DEL INTA
COMERON, E.*; ROMERO, L.; VERA, M.; VILLAR, J.; MACIEL, M.; CHARLON, V ; TIERI,
M.P.y SALADO, E.

INTA EEA Rafaela, Rafaela, Santa Fe, Argentina. Ruta 34, km 227
*Autor de contacto: comeron.eduardo@inta.gob.ar

La intensificacion de la produccién animal se inicié durante la década del cincuenta y, en
esencia, implica la concentracién de animales por unidad de superficie y el aumento en el uso de
insumos. En Argentina la situacién es mdis reciente, y presenta algunas diferencias. Se puede
considerar que el proceso de intensificacion en lecheria comenzé de manera incipiente en la década
del 80 como consecuencia de los efectos indirectos, que se incorporaron casi imperceptiblemente en
un sistema productivo que comienza a mostrar mayores y variadas complicaciones operativas. El
INTA, en sus diferentes expresiones y roles, acompaii6 y consolidd ese proceso que involucro, entre
otros a : a) la aplicacion y continuidad del decreto 6640 (regulando instalaciones de ordefio de manera
basica pero conducentes para la época), b) la llegada de la alfalfa CUF (convirtiéndose en la base de
variedades mejoradas en muchisimos aspectos y la posibilidad de un aprovechamiento en invierno),
c) la utilizacion de boyero eléctrico y el preoreo como medio para mejorar el aprovechamiento de las
pasturas mas recomendadas y la extension escalonada de la calidad de las especies, d) la preocupacion
por la calidad de la materia prima a través de la asistencia y facilidades para la implementacién de
sistemas de frio; el tema fue luego abordado de manera més completa, con la campaiia publico-
privada (INTA-empresas lacteas) para el mejoramiento de la calidad de leche denominada
PROCALE, e) la introduccién de las enrolladoras que entre otras cuestiones redujeron el tiempo
operativo completo de la confeccion del heno y mejorando la oferta en otofio e invierno, f) los
comienzos de la implementacion, por medio de la actividad privada, de la inseminacion artificial y la
oferta de semen, g) la organizacién de equipos de extension especificos (gerencias primarias de
empresas lacteas), para abordar la problematica a nivel de sistemas y colaborar con la capacitacién y
la provision de insumos y servicios. Esta accion privada, mejord significativamente la labor que
ejercia el Estado Nacional a través del INTA y en menor grado, las universidades.

Sin embargo y a pesar de la inclusién de todas esas novedades, atin no se visualizaba una
lecheria con objetivos claros y definidos en cuanto al perfil y destino de produccion. Fue recién en la
década del 90, cuando se destacd fuertemente en el proceso de intensificacion la posibilidad sin
restricciones de acceder a la confeccion del silaje de planta entera embolsado, con maquinaria de
ultima generacion, de cultivos de maiz o sorgo fundamentalmente. Esto sumado a la efectiva
implementacidn operativa, permitié6 una mayor estabilidad estacional e interanual de la oferta de
forraje, elevando la carga animal durante el otofo-invierno manteniendo ademds una cierta
estabilidad en los componentes de la dieta. El INTA tuvo una destacada participaciéon en la
capacitacion y la difusién de la produccion y especialmente, de la calidad del silaje. También gener6
informacion del manejo alimenticio mas conveniente, insistiendo en la utilizacion de componentes
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de la dieta con una mayor intervencion de alimento producido en el establecimiento (forraje fresco y
conservado) como medio para reducir costos y ganar competitividad. Como consecuencia de lo
sucedido, se consolidd el crecimiento de la eficiencia productiva con las lgicas consecuencias en el
mayor beneficio econdmico y niveles de riesgo méas acotados. La industria lactea se convirtié en un
sector con saldos exportables consolidados (llegando a alrededor del 20% del total de leche
recepcionada) y atendiendo a un mercado interno con consumos importantes y productos variados.
Como contrapartida, esta situacion demandé mayores exigencias a nivel de producto, teniendo el
INTA un rol protagénico en cuanto a la calidad de la materia prima con diferenciaciéon y valor
agregado en origen.

En el primer quinquenio de principios de siglo, la crisis econémica y la falta de politicas
lecheras, incidieron fuertemente en el sector primario, el que reaccion6 rapidamente si bien la tasa de
cierre de tambos continu6é acompafiando a los vaivenes de la lecheria nacional desde hace un cuarto
de siglo. Se destacan los primeros intentos para comenzar a reemplazar a la intensificacion por el
concepto de “optimizacién” y “eficiencia”. En ese sentido es de destacar el aumento de la eficiencia
de cada integrante de la cadena. En el caso del tambo, el aumento de la eficiencia productiva entre el
ciclo 2001-2004 y el 2012-2013 (12 afios) fue del 35% (de 4.980 a 7.580 lts/haVT/afio), como
consecuencia del aumento operado en la carga animal y especialmente en la produccién individual.
Cada vez es méis frecuente detectar tambos con una productividad que superan los 10.000
litros/haV'T/afo (valor de equilibrio y bajo riesgo definido por INTA).

Desde 2005 al 2015 se retom6 la senda con propuestas mas audaces, aunque mas costosas. La
productividad mantuvo un crecimiento importante, aunque por debajo del potencial “lograble”,
acompafiada por el incremento de la escala de producciéon. El INTA mantuvo cierta presencia
destacable en diferentes disciplinas, adaptando oportunamente, informacién propia y foranea, para el
tratamiento de efluentes y equipos e instalaciones para el suministro de alimentos (mixer en gran
medida).

También se comenz6 a valorar los inconvenientes o limitantes de esta intensificacién que,
mientras este proceso avanzaba, dejaba ver las debilidades a nivel de lo sustentable y lo sostenible.
Esta valorizacion a nivel de sistemas productivos primarios fue realizada de manera destacable por
INTA, en sociedad con referentes universitarios en los temas afines, promoviendo proyectos para
maximizar la eficiencia global del sistema, comenzando a evaluar la sustentabilidad integral (fisico-
econdmico, social y ambiental) e incorporando los andlisis de riesgo, para generar tecnologia que
permita pasar a un proceso de “optimizacion sustentable”". Si bien aun es incipiente, la informatica
estd aportando al proceso de toma de decisiones, modelizacion, y comprension. Esto ha jerarquizado
la discusion de manera mucho més efectiva lo cual es de esperar que mejoren los niveles de resolucidn
de las caracteristicas y las metas de los escenarios futuros. También cabe destacar la consolidacién
del uso de la biotecnologia (ie. reproduccién) y la manipulacion de la alimentacién y el manejo de
animales para modificar la calidad de la materia prima antes de su transformacion.

Se valora en alto grado el rol de las diferentes versiones de los sistemas productivos que
funcionan/ron en el predio de INTA Rafaela, denominadas UPL (Unidades de Produccidn lecheras)
las que abordaron diferentes variantes: Estrategias alimentarias, reproductivas y raciales; dietas con
diferente proporcion de grupo de alimentos; produccién bajo normas Orgéanicas; d) sistema Robot
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(VMS). Estas UPL permitieron ir modificando o introduciendo nuevas variables/indicadores y metas,
para desafiar las barreras temporales en los aspectos productivos y econdémicos de la empresa durante
su funcionamiento, validando tecnologia y procesos.

Para completar el cuadro de transferencia y extension, no puede dejar de mencionarse la
trascendencia y jerarquia de la extensa oferta de cursos de capacitacion de INTA (Cursos para
extensionistas de Latinoamérica; el profesional tambero; para operarios de tambo y especificamente
de maquinarias y de suministro de alimentos, etc)

Para el futuro cercano...desde lo técnico-productivo hay varias opciones que se pueden
explorar, y que de hecho el INTA ha comenzado a abordar-, bajo el lema “Hacer facil una actividad
compleja realizando controles efectivos y duraderos en el tiempo”. Se pueden citar a: Estrategias
alimenticias menos onerosas, dietas mas simples y de mejor calidad, planteos reproductivos de facil
implementacién y control, seleccién genética de animales adaptados a los sistemas de produccion,
calidad de leche més estable, instalaciones funcionales y menos costosas, sistemas de organizacion
del trabajo més efectivos, disminucion de la carga laboral, variantes menos traumatica a la reduccién
de turnos de ordefio, esquemas de negocios participativos en capital y trabajo.

Finalmente, es necesario incorporar la variable ambiental en los sistemas productivos
sustentables, no como una opcién sino como una necesidad, donde se deberd contar con
infraestructura adaptada a condiciones cambiantes del clima, estrategias para mejorar la eficiencia en
el uso de los recursos naturales (agua, suelo, etc.), y practicas que mitiguen la mayor cantidad de
Gases de efecto invernadero (GEI). Todo ello con el objetivo de continuar la actividad productiva de
una forma amigable con el ambiente como lo demuestran evidencias y estudios conducidos por el
INTA en conjunto con universidades y otros institutos de investigacion de la region desde inicios de
la década del 2010.
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IMPACTO DE DIFERENTES ESTRATEGIAS PRODUCTIVAS SOBRE
INDICADORES AMBIENTALES EN SISTEMAS LECHEROS DE

ARGENTINA.
TIERI, M.P."; CHARLON, V.y COMERON, E.

INTA EEA Rafaela, Rafaela Santa Fe, Argentina. Ruta 34 km 227,
*Autor de contacto: tieri.maria@inta.gob.ar

INTRODUCCION

A partir de principios de la década del “90, la lecheria bovina argentina ha incrementado su
producciéon de una manera destacada, como consecuencia de una mayor eficiencia productiva
acompafiada por un sostenido proceso de intensificacion. Dicho proceso se ha llevado a cabo
notoriamente a causa de un mayor uso de insumos, siendo cuestionado el impacto ambiental del
mismo.

La intensificacion de los sistemas agropecuarios incrementa los flujos de energia y nutrientes,
y los expone a procesos de contaminacion (Viglizzo y Roberto, 1997). A medida que la actividad
pecuaria se intensifica, hasta llegar a sistemas donde los animales permanecen mayor cantidad de
horas encerrados, los residuos animales pueden producir grandes impactos en el ambiente (Herrero y
otros, 2006b; Tieri y otros, 2014). En paises desarrollados, se ha demostrado que existe una fuerte
relacion causa-efecto entre la actividad ganadera y la contaminacién difusa de los cursos de agua
superficiales, en especial de su eutrofizacion por altas concentraciones de nitrégeno (N) y fosforo (P)
(Alfaro y Salazar, 2005). Esta intensificacion estd acompafiada generalmente por un mayor uso de
alimentos, competencia con la agricultura por el recurso tierra y de alternativas de manejo de los
sistemas de alimentacién (Charlon, 2009).

El manejo de nutrientes a nivel de sistema productivo es un area de reciente interés para la
investigacion y de creciente preocupacion por parte de la sociedad y de los organismos reguladores
de cuestiones ambientales, como una forma de disminuir la contaminacién por N y P en los sistemas
ganaderos de carne y leche. Una herramienta que se utiliza como indicador de manejo de nutrientes
(indicadores de sostenibilidad) es el balance de nutrientes, que sirve para cuantificar (presupuestar)
la entrada y salida de nutrientes de los sistemas productivos, favoreciendo su manejo apropiado, en
aspectos asociados a su eficiencia de utilizacién y el impacto potencial sobre el medio ambiente.
Ademas, son buenos indicadores del impacto de la produccién ganadera en el flujo de nutrientes,
tanto a nivel predial como de cuenca hidrografica, pudiendo relacionarse con el potencial de
contaminacion para un area determinada (Jarvis, 1993; Gerber y otros, 2002, citados por Salazar y
otros, 2008).

Por otro lado, el consumo de energia fdsil por parte de los sistemas agropecuarios contribuye
a las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) (Lewandowski, 2005; Denoia y otros, 2008).
Por lo tanto, su uso ineficiente puede resultar en graves impactos ambientales. Es por ello que
recientemente la Organizacion de la Naciones Unidas para la Educacién, la Ciencia y la Cultura
(UNESCO) propuso a la energia como uno de los dos temas centrales para la humanidad en el
préoximo milenio, enfatizando que no es posible pensar en términos de desarrollo sustentable sin
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incluir el uso racional de la misma (Montico y otros, 2007). Para lograr un mejor uso de la energia,
es necesario conocer su uso en las diferentes etapas de los sistemas de produccion. El consumo y la
eficiencia de uso de energia fosil expresan procesos de intensificacion de los sistemas productivos y
muestran su riesgo ecoldgico potencial.

Los indicadores mencionados constituyen una herramienta importante para determinar la
eficiencia de los distintos sistemas productivos y su efecto en el ambiente. El objetivo de este trabajo
fue analizar como ciertas estrategias productivas impactan sobre los indicadores ambientales
seleccionados en los sistemas de produccion de leche de Argentina.

MATERIALES Y METODOS

La informacion utilizada en el trabajo se obtuvo mediante encuestas realizadas a 95 sistemas
lecheros de diferentes cuencas lecheras del pais (Tabla 1) para el ciclo 2012-2013 (45% Santa Fe,
35% Coérdoba y 20% Buenos Aires). A partir de la propuesta de Centeno y otros (2015) se clasifico
la muestra en base a la carga animal (Ca): baja <1,3 cab/haVT; alta > 1,3cab/haVT) y al uso de
alimento concentrado diario por vaca ordefio (Co): bajo<6 kg MS; alto>6 kg MS). Los sistemas
fueron clasificados como: baja carga y bajo concentrado (BCaBCo); baja carga y alto concentrado
(BCaACo); alta carga y bajo concentrado (ACaBCo) y alta carga y alto concentrado (ACaACo).

Tabla 1. Caracterizacion de los sistemas evaluados segin la carga y cantidad de concentrado en la

dieta.

Indicadores Promedio

BCaBCo BCaACo ACaBCo ACaACo

general

SuperficieVT (ha) 141 £ 84 135+ 85 17674 95 + 36 164 £ 102
N° VO 145 96 97 +73 151 £ 65 128 £ 50 225+ 124
Carga animal (VT/haVT) 1,31 £0,5 09+0,2 1,1 +£0,1 1,7+0,3 1,7 +0,4
kg Concentrado (kg/VO/d) 5,824 3,8+1,7 7,8+1,2 45+1,0 8,1+1,7
% Concentrado dieta 3011 21 +38,1 39+49 25+5,7 40 £38,1
% Pastura dieta 40£18 53+17 28 +12 43 £13 27+ 14
Productividad (litros/haVT/afio) 7457 + 3548 |4659 + 1734 |6632 + 1528 |8765 +3502({11015 + 3129

VT: vaca total (vaca seca + vaca ordefio), VO: vaca ordefio; BCaBCo: baja carga y bajo concentrado, BCaACo: baja carga y alto
concentrado, ACaBCo: alta carga y bajo concentrado, ACaACo: alta carga y alto concentrado.

Los indicadores ambientales evaluadosfueron: Balance de nitrégeno (BN), Balance de fésforo
(BP), Eficiencia en el uso de N (EUN), Eficiencia en el uso de P (EUP), Costo energético (Costo E)
por litro de leche (MJ/litro leche) y Eficiencia en el uso de la energia f6sil (EE) (Tieri y otros, 2014).
Para evaluar la asociacion entre los indicadores productivos y los ambientales de los sistemas en
estudio, se realizd un analisis de correlacion de Spearman.

Los ingresos y egresos de N y de P y el excedente de cada nutriente expresado por unidad
funcional (Figura 1), fueron calculados para cada sistema segiin la metodologia propuesta por
Koelsch y Lesoing (1999). Para todos los nutrientes, los ingresos al predio se estiman a partir de las
cantidades de fertilizantes, concentrados, forrajes, animales y deposicion atmosférica. Cuando se trata
de nitrégeno se toma como un ingreso de nitrégeno al N> fijado por las leguminosas (FBN), el cual,
se estima como el 60% del contenido de nitrogeno en la MS producida por la especie (Carbo, 2011).
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Ademas, se tuvo en cuenta como ingreso al N depositado por las precipitaciones el cual representa
0,01225 kg de N por cada mm de lluvia caida (Hein et al, 1981). Los nutrientes son removidos del
sistema como animales y productos vendidos (carne, leche, granos, forrajes). Finalmente se evalud
qué proporcidn del nutriente total ingresado al predio salié del mismo en los productos leche y carne
mediante el cdlculo de las eficiencias en el uso de los nutrientes [(egreso N-P /ingreso N-P) x 100]
(Herrero et al., 2006a).

Ingreso Egreso

-
| Almentos (N, P v E} H

Fertilizantes v otros
agroquimicos (N, Py E)

“ Alimentos (N, PvE) t.;

#] Fijacién biologica d= N

| LD
@ Combustibles v
electricidad (E) ....
BALANCE
Por hectirea Por prqﬂngci&n
(Reciclado del nutrisnts) (Eficiencia)

Figura 1: Ingresos y egresos de un sistema lechero para la evaluacion de los balances de Nitrogeno
y fosforo y el célculo del consumo energético (adaptado de Ketterings y otros, 2016).

En el caso de la energia (E), se contabiliza el total de la energia importada, diferenciando
energia directa e indirecta. La energia directa es aquella consumida en las labores vinculadas a las
actividades productivas, incluyendo combustibles (gasoil, nafta, gas licuado), lubricantes y
electricidad (Denoia y otros, 2008). La energia indirecta ingresada incluye a la energia involucrada
en el proceso de produccion de los fertilizantes, semillas, herbicidas, insecticidas, alimentos
balanceados y las labores realizadas para la produccion de los alimentos importados al sistema. Para
obtener el ingreso de energia, se multiplica la cantidad de cada insumo por su correspondiente
contenido energético. Para determinar la salida de energia se considera la produccién anual por
hectarea de cada sistema y se multiplica por el contenido energético del mismo. Para evaluar el uso
de la energia se emplea la eficiencia energética (EE), indicador derivado de la relacién entre los
egresos e ingresos de energia al sistema y la productividad energética, la cual representa la cantidad
de litros de leche producidos cada 100 MJ (Tieri y otros, 2014).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los balances de nitrégeno fueron positivos, encontrandose entre 105 a 186 kg N/haVT. La
EUN en los sistemas fue del 22 al 27% (Tabla 2). El sistema BCaBCo present6 los menores
excedentes de N, sin embargo, obtuvo lamas baja EUN dada por su menor productividad y carga. Los
sistemas ACaBCo y ACaACo presentaron un mejor aprovechamiento de N. Sin embargo, los sistemas
con ACaACo tienen mayores excedentes de N, pudiendo representar un mayor riesgo de
contaminacién. Para el BN se observd una correlacion principalmente con la productividad de los
sistemas (rs=0,59) y con el % de pasturas en la dieta (rs=-0,54). Es por ello que el aumento de la carga
como estrategia productiva tuvo mayor impacto en el aumento de los BN (37,5%) con respecto al
aumento de concentrados (28,8%). Con respecto a la EUN, la misma mostré una mayor asociacion
con el BN (rs=-0,44) y en menor medida con la productividad (rs= 0,37), siendo las estrategias con
alta carga animal (ACa) las mas eficientes en el uso del nutriente.

Tabla 2: Indicadores ambientales asociados a las cuatro estrategias productivas definidas.

Indicadores Promedio BcaBco BcaAco AcaBco AcaAco
general
BN (kg/haVT) 138 +58 105 £ 44 134 £ 48 143 £ 45 186 =61
EUN (%) 24 +7.5 22+79 24+75 27+6,9 26 +6,2
BP (kg/haVT) 7,9+9,5 34+52 11£9,8 2,5%+5,0 16 £11
EUP (%) 53 £21 60 =21 46 £ 22 65+ 17 45 £16
Costo E (MJ/litro leche) 6,3 £2,3 5,622 73+2,1 55+1,7 7,1+27
EE (%) 55 +£27 0,6 +0,3 0,5+0,2 0,6 0,2 0,5+0,3

VT: vaca total, VO: vaca ordefio; BN: balance de nitrégeno, EUN: eficiencia del uso del nitrégeno, BP: balance de fésforo,

EUP: eficiencia de uso de fosforo, Costo E: costo energético, EE: eficiencia de uso de la energia fosil.

Para el caso del P, los balances se encontraron entre2,5 a 16 kgP/haVT, siendo los sistemas
BCaACo y ACaACo aquellos con mayores excedentes de P. Ello se debe a que se observé una alta
correlacion entre los BP y el % de concentrado en la dieta (rs=0,74). En consiguiente, los BP fueron
mayores en aquellos tambos con mayor cantidad de concentrado, principal fuente de P,
independientemente del aumento de la carga. Cabe aclarar que BCaBCo y ACaBCo tuvieron una
cantidad importante de casos con balances negativos, indicando que estos sistemas estan realizando
una extraccion del P existente. La EUP se encuentra inversamente correlacionada con el BP (rs=-
0,91) y con el porcentaje de concentrado en la dieta (rs=-0,62). Por lo tanto, aquellos sistemas con
bajo concentrado fueron los mas eficientes.

Con respecto al costo energético (MJ/litro leche) y la eficiencia en el uso de la energia fosil,
los mismos estuvieron fuertemente correlacionados con el % de concentrados en la dieta (rs=0,55 y -
0,55, respectivamente), por lo tanto, los sistemas con alta cantidad de concentrado (ACo), tuvieron
un mayor costo de energia f6sil por litro de leche debido a una menor eficiencia en el uso de la misma.
Por consiguiente, la mayor produccién de leche conduce a una reduccion de la intensidad de energia
por litro de leche producido. Sin embargo, dicho efecto se reduce con el aumento del rendimiento de
la leche, debido a los mayores niveles de concentrado en la dieta. Por lo tanto, el aumento en la
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produccion de leche se acompaiia principalmente por el aumento de las tasas de sustitucion, que
causan un aumento de la intensidad de la energia por litro de leche producido.

CONCLUSION

En las condiciones en las que se desarroll6 este trabajo se constata el efecto del nivel de
concentrado sobre la eficiencia de uso del nitr6geno, del fosforo y de la energia, mientras que la carga
animal tiene efectos s6lo sobre el primero. Estos resultados permiten disefiar y proponer estrategias
de manejo de los sistemas que permitirian reducir los excedentes de nutrientes y mejorar la eficiencia
en el uso de los mismos, al igual que la energia. La eficiencia en el uso del nitrégeno podria mejorarse
mediante un manejo eficiente de las pasturas, permitiendo un aumento de la carga animal. En el caso
del fésforo, una mayor conversion de los alimentos concentrados en leche impactaria en la mejora de
la eficiencia en el uso del mismo, al igual que para la energia.

Los indicadores evaluados en el trabajo son parte de un amplio sistema de evaluacion del
impacto ambiental de la produccidn agropecuaria. Por ello, es recomendable trabajar con un punto de
vista holistico al momento de realizar recomendaciones en pricticas de manejo sustentable de los
sistemas, relacionado por un lado a los impactos ambientales, y por el otro teniendo en cuenta los
aspectos sociales y el bienestar de los animales.
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INTRODUCCION

La agricultura en el siglo 21 se enfrenta a maltiples retos: producir mas alimentos y fibras para
alimentar a una poblacion en crecimiento con una fuerza laboral rural més pequefia y mas materias
primas para bioenergia, contribuir al desarrollo general de muchos paises dependientes de la
agricultura, adoptar métodos de produccidon sostenibles y méas eficientes y adaptarse al cambio
climatico (FAO, 2009).

La produccién agropecuaria en general y la lecheria en particular, utilizan grandes volimenes
de agua tanto en forma directa como indirecta. La mayoria de los estudios coinciden que si bien hay
en forma general recursos hidricos en el mundo para satisfacer la demanda de alimentos, su
disponibilidad geografica es desigual incluso dentro de un mismo pais. La produccién agropecuaria
representa entre el 30% y 40% de los retiros de agua dulce en los paises desarrollados y el 90% en
los paises en desarrollo (Schwarz, 2009).

En los dltimos afios, ha crecido la preocupacion por el impacto de esta actividad en el recurso
hidrico, instalando la necesidad de desarrollar indicadores que dieran cuenta de la magnitud e
intensidad con que la humanidad, utiliza los recursos de agua dulce. Una de las herramientas
metodoldgicas que puede aportar soluciones a la de gestion del agua es la Huella Hidrica (HH). La
HH es un indicador del consumo y contaminacion de agua dulce, que fue desarrollado por la Water
Footprint Network (WFN). Este indicador se define como la cantidad de agua necesaria para producir
un producto y asimilar los contaminantes que se generan a partir de él, distinguiendose la HH Azul
(HH A), que se refiere al consumo de agua dulce, superficial o subterrdnea, en toda la cadena de
produccién de un producto, la HH Verde (HH V), representa el consumo de agua de lluvia almacenada
en el suelo y que se incorpora en los productos agricolas y la HH Gris (HH G) que esta definida como
el volumen de agua dulce que se requiere para asimilar una carga de contaminantes dados las
concentraciones naturales y estindares ambientales de calidad de agua y se refiere a la contaminacién
(Hoekstra et al 2009). Por otro lado, la comunidad cientifica ligada al Anélisis de Ciclo de Vida
(ACV), mediante el proyecto WULCA (PNUMA SETAC, 2009) ha propuesto enfoques alternativos.
Recientemente, se han logrado avances mediante el desarrollo de la norma ISO 14046:2014, norma
internacional que especifica los principios, los requisitos y las directrices relacionados con la
evaluacion de la Huella de agua de productos y procesos, basindose en el enfoque de ACV.
Especificamente para los sistemas productivos ganaderos, existen esfuerzos internacionales para la
estandarizacion de procedimientos de computo y anélisis (Charlon y Civit, 2016).
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Adicionalmente, la HH reviste importancia estratégica desde el punto de vista del comercio
internacional. En la actualidad, existen convenciones internacionales y mecanismos comerciales que
fijan pautas y eventualmente ejercen presiones o restricciones para el respeto de estandares de calidad
y crecientemente requieren la certificacion de los procesos productivos (Frank et al., 2014).

De la Huella Hidrica total del sector agropecuario en el mundo, el 29% esta relacionado con
la produccién de productos de origen animal y una tercera parte ésta se relaciona con el ganado
vacuno (Mekonnen & Hoekstra, 2012). El agua es un insumo critico en la actividad lechera, ya sea
para la obtencién de la alimentacién animal y la bebida, como para los procesos de limpieza y
disposicion de efluentes, en diferentes etapas de la rutina de ordefio e industrializacion. En paises
como Argentina, la HH del sector agropecuario constituye el componente critico y determinante de
este indicador en los productos agroalimentarios, debido a que la produccién primaria es el eslabon
con mayor peso en la Huella. Si bien en los dltimos afios en nuestro pais ha crecido la cantidad de
estudios sobre la sustentabilidad ambiental de los sistemas de produccion de leche, son escasos los
referidos al impacto ambiental de éstos sobre los recursos hidricos.

El objetivo de este trabajo fue estimar la Huella Hidrica en los sistemas productivos lecheros
predominantes en las cuencas lecheras de la Argentina y evaluar la eficiencia de uso del agua.

MATERIALES Y METODOS

En base a los modelos de sistemas de produccion elaborados por INTA-SAGPyA (2009) y
actualizados con referentes técnicos regionales, se construyeron inventarios de uso de agua para los
sistemas productivos lecheros de las cuencas: Santa Fe centro (SFE), Buenos Aires oeste (BA),
Coérdoba Villa Maria (CVM), Cérdoba noreste (CNE), Entre Rios centro (ER), San Luis (SL),
considerando la escala de produccién predominante en cada zona. En la Tabla 1 se presenta la
caracterizacion de los modelos empleados para cada cuenca.

Se utiliz6 la metodologia propuesta por la WEN (Hoekstra et al., 2011). La HH se cuantific6
como la suma del HH A y el HH HH V, excluyéndose del estudio 1la HH G, por la controversia actual
sobre su célculo. Se utiliz6 el ClimWat 2.0® y Cropwat 8.0° de FAO para los calculos de consumo
de agua para la HH V de los recursos forrajeros y los cultivos producidos y de los alimentos
comprados). La unidad de referencia fue litros de agua por kg de leche corregida por grasa y proteina
(LC) y el factor de ponderacién (FP) entre los productos y co-productos del tambo (leche y carne) se
utilizd el criterio de cocientes leche/carne, utilizando la siguiente formula: FP leche = 1-5,7717*R,
siendo R=kg carne/kg leche (IDF,2010). Se computaron los consumos de agua para HH A de: bebida
(vaca ordefio y vaca seca), del proceso (energia fosil —gas licuado, combustibles, electricidad- y
limpieza de equipamiento e instalaciones y rutina ordefio), del transporte de alimentos y de la
aplicacidon de agroquimicos, expresados en volumen consumido por unidad de producto (I agua/kg
LC) para cada modelo.
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Tabla 1. Caracterizacioén de los modelos empleados para cada cuenca lechera analizada

Modelos por Cuenca Lechera'
Caracteristicas
SFE BA CVM CNE ER SL
N° Vaca Total (VT)? 132 654 233 231 45 65
Superficie tambo (ha) 120 590 228 244 57 119
Produccién individual (kg LC/VO/afio) 5.838 6.970 7.080 7.035 6.560 6.560
Produccién anual (kg LC/afio) 770.611 | 3.533.605 | 1.649.715 | 1.625.117 | 295.178 | 426.368
Carga (cabezas VT/ha) 1,42 1,1 1,29 1,20 0,96 0,69
Pastura en la dieta (%) 47 49 43 33 39 53
Forraje conservado (maiz/sorgo) (%) 33 24 23 31 36 10
Alimento concentrado (%) 20 27 34 36 25 38
kg Concentrado/VO/dia 3,65 6,0 6,7 7,7 3,8 6,8
Riego (ha) 0 0 0 0 0 100

ISFE: Santa Fe centro; BA: Buenos Aires oeste; CVM: Cérdoba Villa Maria; CNE: Cérdoba noreste (CNE), ER: Entre Rios centro;
SL: San Luis. 2Vaca Total (VT)= Vaca Ordefio (VO) + Vaca Seca (VS); LC: Leche Corregida por grasa y proteina

RESULTADOS Y DISCUSION

En los modelos productivos analizados, mas del 99% de HH es Verde, dado que los sistemas
son de base pastoril y la dieta estd compuesta principalmente por forraje y silo (Figura 1).

Cuencas Lecheras
SL = 1047
" 6,98
ER = 1082
6,23
CNE m 967
m 4,02
= 949
CVM " 405
BA
m 879
SF m 512
0 200 400 600 800 1000 1200
Litros Agu LC
¥ Huella Verdeg ?‘kl-%uella Azul

Figura 1. Huella Hidrica Verde y Azul para cada cuenca lechera analizada, expresada en litros de
agua/kg Leche Corregida.

La HH V proveniente de los alimentos producidos en el mismo predio representd 54,3; 59,0;
69,6; 79,7; 82,7y 86,3% para CVM, CNE, BA, SF, SL y LP, respectivamente. El valor de consumo
de HH A promedio fue de 5,04 1 agua/kg LCGP, con un minimo de 3,83 (BA) y un maximo de 6,98
(SL, con riego).Los valores obtenidos de consumo de agua, independientemente de la cuenca lechera
analizada, muestran la importancia del consumo de agua de bebida, como el componente de mayor
impacto, encontrandose una participacion segin el modelo que varid entre 49-86%, seguido por el
agua usada en el proceso, donde se destaca la gran variabilidad entre las cuencas: 13% (BA), 18%
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(CVM y CNE), 26% (SF), 29% (SL) y 45% (ER). El agua consumida en el proceso de ordefio (higiene
de equipamiento de ordefio y rutina de limpieza) para ER fue mayor (45%) y la menor se obtuvo en
BA (13%). Si bien las condiciones ambientales son diferentes, valores similares fueron encontrados
en la bibliografia. Drastig et al. (2010) calcul6 un consumo de 3,6 | HH A por kg de leche, siendo el
agua de bebida animal, la variable de mayor impacto. En Brasil se determinaron valores de HH A
entre 3,85 Ly 5,6 1/11leche (Palhares et al., 2015). En la Tabla 2 se muestran los componentes de la
HH A y HH V consumida para cada modelo productivo de cuenca. A partir de esta se puede comparar
el consumo y la eficiencia de uso del agua segtin cuenca lechera. El mayor impacto en estos valores
se debe al consumo de agua para la rutina de ordefio y limpieza de las instalaciones, el cual depende
directamente de las caracteristicas de las mismas, su productividad y el manejo. En cuanto el riego,
solo en cuenca SL, represent6 el 20% del consumo total de agua.

Tabla 2. Indicadores de consumo y eficiencia de uso de agua para cada cuenca analizada.

SF BA CVM CNE ER SL
Factor de ponderacion 0,84 0,84 0,84 0,86 0,83 0,89
l agua/kg LC
Alimentos del predio 699,94 532,28 515,65 570,90 933,61 865,42
Alimentos externos (AE) 178.,8 232,54 433,64 396,17 148,49 181,47
Total Huella VERDE | 878,74 764,82 949,29 967,07 1082,10 1046,89
Transporte (AE) 0,003 0,003 0,001 0,001 0,002 0,001
Aplicacién agroquimicos 0,028 0,029 0,046 0,038 0,023 0,114
Riego 1,386
Proceso 1,317 0,490 0,737 0,722 2,827 2,055
Bebida rodeo 3,774 3,308 3,264 3,264 3,377 3,429
Total Huella AZUL 5,12 3,83 4,05 4,02 6,23 6,98
HUELLA HIDRICA
(Verde+Azul) 883,76 769,07 953,25 970,66 1088,55 1053,62

El menor valor de Huella se obtuvo en el modelo representativo de BA, con 769 1 agua/kg LC,
si bien tuvo una alta HH Azul debido al consumo de agua de bebida, la mayor productividad
individual y por hectarea, compensé este valor. Los modelos representativos de SL y ER fueron los
que presentaron los valores més altos de HH, debido al uso del riego y a la baja eficiencia productiva.
Los valores obtenidos por HH (WFN) fueron similares a los obtenidos en estudios de Argentina
(Charlon et al, 2015; Moyano Salcedo et al, 2015) y de Nueva Zelanda (Zonderland-Thomassen et
al, 2012), e inferiores al promedio mundial, de 1587 I’kg LC, mencionado por Sultana et al (2014).

CONCLUSION

El indicador de Huella Hidrica establece una relacidn directa entre los sistemas hidricos y los
procesos productivos. Esta vinculacién permite cuantificar la magnitud de la cantidad de agua
utilizada y los riesgos potenciales a los que se enfrenta un sistema productivo brindando informacién
de donde y cémo se utiliza el recurso hidrico. Esta informacién deberia permitir la mejora de la
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gestion del recurso agua, aportando al disefio de politicas locales y nacionales de sustentabilidad
ambiental y productiva.

La HH total de un sistema de produccién de leche pastoril, esta representado principalmente
por la HH Verde, independientemente de la cuenca evaluada. Las diferencias de Huellas entre cuencas
resultan de las diferentes estructuras entre y dentro de los modelos y a las caracteristicas
agroecolodgicas. Del analisis de los resultados, se desprende que es necesario identificar para cada
sistema de produccion los distintos componentes del consumo total de agua y los puntos criticos.
Incorporando estrategias de manejo y produccién (mejoras en eficiencia de conversion de alimentos,
en la utilizacion de pasturas, en las instalaciones de agua, etc.), se podrd optimizar el consumo de
agua dulce en los sistemas productivos lecheros y disminuir impactos ambientales negativos.

Es clave para los paises poder generar estimaciones nacionales que reflejen el real desempefio
de las diversas actividades productivas (Frank et al., 2014). Este estudio es una primera aproximacion
para caracterizar y cuantificar el uso y el consumo del agua en los sistemas lecheros de la Argentina.

Como continuaciéon del presente trabajo se analizardn los modelos, con los indices
relacionados con la escasez de agua regional a fin de profundizar en la eficiencia de uso y el impacto
local, ademas de otros indicadores que evalien la degradacion del agua en los ecosistemas.
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UNIDAD DE PRODUCCION DE LECHE INTENSIVA

RESULTADOS 2011-2016.
PECE, M.A.*; MACIEL, M., SALADO, E.E., ROMERO, L., TIERI, M.P., SCANDOLO, D.,
VERA, M., VITULICH, C. y CHARLON, V.

TINTA EEA Rafaela, Santa Fe, Argentina. Ruta 34 km 227
* Autor de contacto: pece.mariela@inta.gob.ar

INTRODUCCION

Desde setiembre de 1980 en la EEA Rafaela del INTA se encuentra en actividad un sistema
de produccion de leche (actualmente Unidad de Produccién de Leche Intensiva, UPLI), que ha
transitado a lo largo de méas de 3 décadas en funcionamiento por distintas etapas que comprendieron
modificaciones estructurales y planteos productivos (Tieri et al., 2014). En el afio 2011 se elabor6
una propuesta que plantea el seguimiento y valoracion del proceso de intensificacién con la necesidad
de abordar la sustentabilidad desde sus tres dimensiones: productiva, ambiental y socioeconémica, lo
que denota su complejidad y por ende la necesidad de un abordaje sistémico con la participacion de
un grupo multidisciplinario.

Los sistemas de producciéon de leche estan en proceso de intensificacion para aumentar la
productividad y el resultado econémico. En la practica, una de las formas de aumentar la produccién
por hectarea es a través del aumento de la carga animal. Esto implica contar con forrajes conservados,
manejar adecuadamente los recursos forrajeros (pasturas, verdeos, silajes) y los niveles y tipo de
suplementacidon con concentrados. Asimismo, intensificar supone incrementar el uso de energia
externa ya sea por combustibles o agroquimicos y por alimentos. Estas estrategias le imponen al
sistema de produccién costos que, en el largo plazo, pueden comprometer su sustentabilidad y
generalmente son desconocidos.

Por la importancia de la lecheria en la zona de influencia de la EEA Rafaela, contar con un
sistema de produccion de leche intensificado en condiciones controladas que evalie el impacto de las
précticas y/o tecnologias que se implementen con la participacién de un grupo multidisciplinario de
profesionales y técnicos constituye una gran oportunidad. La propuesta de intensificacion se basa en
el aumento de carga de 2,10 vacas totales (VT)/ha total (ciclo 2010-2011) a 2,70 V'T/ha total segiin
estimacion de carga potencial (Galli, 1997). Baudracco et al. (2011) realizaron un ensayo para evaluar
el efecto de la carga (1,6, 2,1 y 2,6 VT/ ha total) sobre la eficiencia del sistema usando vacas cruza
Holstein x Jersey en pasturas base alfalfa (Medicago sativa L.) suplementadas con silo de sorgo alto
en taninos. Con el aumento de la carga de 1,6 a 2,6 VT/ha total, la produccion de leche aument6 5.840
kg/ha/afio (p< 0,05; 11.366 a 17.206 kg/ha/afio) y la produccion de solidos dtiles (SU, grasa y
proteinas) aument6 443 kg/ha/afio (p< 0,05; 843 a 1286 kg/ha/ano) sin afectar la salud de los animales
y la eficiencia reproductiva. Cabe remarcar que el valor de carga objetivo (2,70 VT/ha total), es
cercano al mayor valor evaluado por Baudracco et al. (2011) para un bloque de paricidn primaveral
(época de mayor oferta de forraje), lo que brinda un sustento para poder aumentar el nimero de
animales en produccion.
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En este trabajo se presentan resultados de 5 ciclos productivos: 4 previos al aumento de la
carga y 1 con mayor carga. En los primeros 4 ciclos la carga se mantuvo relativamente estable. Esto
permitié generar informacién en condiciones ambientales diferentes en funcion del afio, que se
utilizard como base para comparar. Ademas, en este lapso de tiempo se realizaron algunos ajustes en
infraestructura e instalaciones para mejorar las condiciones de trabajo.

MATERIALES Y METODOS

La UPLI esta ubicada sobre la ruta nacional N°34 en el km 227 a 7 km de la ciudad de Rafaela,
en el centro oeste de la Provincia de Santa Fe (lat Sud: 31°12', Long Oeste: 61°30' a 99msnm). Se han
identificado hasta el presente tres series de suelos: Rafaela (Argiudol tipico), Lehmann (Argiudol
4cuico) y Castellanos (Argialbol tipico)!. La rotacién de cultivos comprende un ciclo de 5 afios, que
incluye 3 afios de pasturas y 2 afios de cultivos anuales destinados a la confeccion de reservas para la
alimentacion del rodeo.

El rodeo esta formado por vacas cruzas (Holando x Jersey) obtenidas por un cruzamiento
rotacional alternado, que consiste en alternar las razas de los toros utilizados en cada generacion. El
manejo de las pariciones y los servicios es biestacionado o en dos bloques (B partos en febrero,
marzo y abril; servicios en mayo, junio y julio y B2: partos en julio, agosto y setiembre; servicios en
octubre, noviembre y diciembre). La deteccién de celos (con ayuda de pinturas en la base de la cola)
y la inseminacion artificial (IA) se realizan dos veces por dia segin regla AM/PM. El diagnéstico de
prefiez se efectia mediante ecografias cada 21 dias.

La crianza de ternera/os se realizaba en estaca (a partir del afio 2013 comenz6 a funcionar en
la Experimental la Unidad de Crianza artificial a la que se derivan). Las vaquillonas prefiadas
reingresan al sistema entre 4 y 6 semanas preparto.

La alimentacién de las vacas en ordefio estd compuesta por pasturas base alfalfa aprovechadas
a través de pastoreo rotativo en franjas diarias, definidas segtin periodo de aprovechamiento y
descanso en funcién de la época del afio y representa entre un 40 y 60 % de la dieta total segun el
grupo de alimentacidn, la época y las condiciones meteoroldgicas. El resto de la dieta se completa
con silaje planta entera de maiz y/o sorgo, grano de maiz y/o sorgo seco molido, semilla de algodén,
pellets de soja o girasol, ingredientes mezclados y distribuidos a través de un mixer. Un balanceado
comercial se suministra durante los ordefios. El ordefio se realiza dos veces por dia, a las 4:30 am y a
las 15:30 pm. La duracion del ordefio es de aproximadamente 2:00 hs. El rodeo se divide en grupos
en los cuales la alimentacidon es diferencial. Los grupos se arman en funciéon del momento de lactancia,
la produccién individual, condicién corporal y prefiez. La cantidad de grupos varia entre 2 (punta y
cola) y 3 (punta se divide en multiparas y primiparas y cola). Los grupos y las dietas respectivas se
verifican y si es necesario se reajustan mensualmente a partir de la informacién brindada por el control
lechero que realiza la Sociedad Rural de Rafaela, del registro de peso vivo, condicion corporal y del
resultado del diagndstico reproductivo.

1Responsable: R. Tosolini y R. Giorgi; Participantes: V. Sapino, C. Leén, D. Gialevra y D. Zapatero
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Las vacas se secan 60 dias previos a la fecha probable de parto o cuando su produccién (segtin
control lechero) es menor a 10 litros. El secado es terapéutico. Las vacas secas se alimentan con
pasturas base alfalfa a través de pastoreo rotativo en franjas, pudiendo suministrarse silaje segin la
condicion. Veintitin dias previos al parto se las encierra en corral con dieta preparto que contiene
sales anidnicas (mientras a las vaquillonas se les suministra sales no anidnicas).

La intensificacién planteada a través del incremento de la carga de 2,10 VT/ha total (ciclo
2010-2011) a 2,70 VT/ha total se implement6 disminuyendo la superficie de 108 has (durante los 4
ciclos productivos previos al aumento de carga) a 85,8 has (en el primer ciclo productivo con mayor
carga). Dicho proceso comprende: un manejo integrado del suelo y las rotaciones, manejo de la
alimentacion, la aplicacién de paquetes tecnoldgicos relacionados con genética, reproduccion, el
monitoreo de la sanidad y una gestion integral del ambiente.

La valoracion y el manejo de un sistema de produccidon requiere de informacién confiable,
sistematizada y continua para poder elaborar indicadores que permitan diagnosticar y planificar en
consecuencia, caracterizar situaciones y realizar seguimiento del sistema teniendo en cuenta que
muchos procesos se manifiestan en el mediano y largo plazo. Se registrd y relevd informacion
correspondiente al periodo 2011-2016 sobre caracteristicas agroecoldgicas, superficie, uso de la
tierra, dindmica del rodeo (ingresos y egresos), suplementacion, productividad, calidad higiénico-
sanitaria de la leche, consumo de energia y planteos técnicos (sistemas de labranza, uso de plaguicidas
y aplicacion de fertilizantes). A partir de la misma se estimaron en 5 ciclos productivos (4 ciclos
comprendidos en el periodo 2011-2015 previos al aumento de la carga y ciclo 2015-2016 con mayor
carga) los indicadores productivos, reproductivos y ambientales mediante las metodologias descriptas
en Tieri et al. (2014). Se calcularon valores promedios, desvio estindar y coeficiente de variaciéon
para los indicadores productivos y ambientales en los 4 ciclos iniciales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las precipitaciones acumuladas fueron de 837, 1.269,9, 1.162, 1.122,8 y 1.280,8 mm para
cada ciclo sucesivo (serie historica 1930-2010: 945,6mm).
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Tabla 1: Indicadores productivos, desempeiio reproductivo, calidad de leche e indicadores ambientales para el periodo 2011-2015 por ciclo y promedio,
para el ciclo 2015-2016 y valores de referencia en la Unidad de Produccion de Leche Intensiva de la EEA Rafaela del INTA

2011-12 | 2012-13 | 2013-14 | 2014-15 | Promedio | 2015-16 |Referencias
Indicadores productivos
Superficie (ha total) 108,2 108 108 108 85,8 -
Carga Animal (vaca total/haVT) 2,00 1,95 1,92 1,91 1,95+0,04 2,50 2,7 3
Produccioén (litros/vaca ordefio/dia) 21,8 22,2 23,5 21,3 22,2+0,94 21,1 22
Productividad (litros/haVT) 13.192 13.716 14.146 12.375 | 13.357+£762 | 16.448 18.371
Gramos concentrado/ litro! 358 (212) | 378 (220) | 384 (234) | 449 (266) 392439 460 (247) | 350-360
Soélidos dtiles (kgSU/ha/afio) 988 1.014 1.042 903 987+60 1.229 1.377
Desempeiio reproductivo

Pri | Oto | Pri | Oto | Pri | Oto | Pri | Oto Pri | Oto 4
% preflez 6 semanas 54,7(51,0(44,0(57,3|34,9|59,7 48,6 43,1 48,4163,6 23-86
% preiez P General 71,7|66,6 61,9 | 84,5|65,1|80,6|75,7|76,5 64,1 84,8 63-99
Dias de servicio 81 | 86 | 86 | 104 | 98 | 90 | 95 | 110 93 | 84 -
Calidad leche
Recuento células soméaticas/ml 318.957 | 403.000 | 363.500 | 566.500 413.989 744.264 |200.000ml >

+107.945
Recuento Mesofilas (UFC/ml) 11.764 17.000 14.600 40.000 20.841 51.072 <10.000
+12.985

Indicadores ambientales
Balance de N (kgN/ha/afio) 279 229 206 239 238+31 317 260 ©
Eficiencia uso del N (%) 21,4 27,1 31,0 24,9 26,1%4,02 23 21,3
Balance de P (kgP/ha/afio) 24,8 14,8 14,9 17,1 17,9+4,72 30 10,8
Eficiencia uso del P (%) 32,9 48,6 49,9 43,2 43,7+7,73 32 53,2
Huella hidrica (litros agua/kg LCGP) 1102 901 845 978 957+111 964 802
Huella de carbono (kgCO2eq/litros)? 0,78 0,74 0,72 0,78 0,76+0,03 0,79 0,75

'Valores entre paréntesis corresponden a balanceado incluido en valor de gramos concentrado 2Calculador de emisiones para tambo (CREA). *Objetivo, “Rangos del analisis de 124 tambos con servicio estacionado en Australia.
InCalf Project, Dairy Research and Development Corporation (DRDC). Pri: primavera. Oto: otofio. *Vitulich com. per. °CREA Santa Fe Centro.
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La alimentacién promedio, expresada en % de materia seca total, fue 31-47 % pastura (en
pastoreo), 27-20 % forraje conservado y 43-33 % concentrado en otofio-invierno y primavera-verano,
respectivamente. En el Tabla 1 se presentan los indicadores evaluados para el periodo 2011-2015 por
ciclo y promedio, para el ciclo 2015-2016 y valores de referencia. Para los 4 ciclos iniciales la
productividad promedio fue de 13.357+762 litros/ha VT, con 1,95 VT/haVT y 22,2 litros/VO/dia y
concuerdan con los 13.031 litros/ha VT obtenidos en los sistemas del cuartil superior de CREA Santa
Fe Centro (2011) con 2,06 VT/haVT y 23,2 litros/VO/dia. El desempeifio reproductivo se dié dentro
de los rangos de referencia. Se observaron bajos % prefiez en la semana 6 (% P 6 semanas) en Pri
2013 y Oto 2015, resultado que puede atribuirse a las condiciones generadas por temperaturas
elevadas y excesivas lluvias, respectivamente. Los indicadores productivos presentaron coeficientes
de variacion entre 2 y 10%; los ambientales entre 12 y 18%, con la excepcion del Balance de fosforo
(23%) y Huella de Carbono (4%). Los de mayor variacion fueron el recuento de sométicas y
mesoOfilas con 26 y 62%, respectivamente. En el ciclo 2014-15 el 61% de la precipitacion acumulada
se produjo entre enero y abril ocasionando anegamiento en detrimento de la productividad, del
desempefio reproductivo y de la calidad leche.

En el ciclo 2015-2016 se alcanzd una carga de 2,5 VT/ha VT y una productividad de 16.448
litros/ha, 758 litros/ha menos que la obtenida por Baudracco et al. (2011) con 2,60 VT/haVT para el
bloque de paricion de primavera. Con respecto al desempefio reproductivo en Pri 2015, si bien la
inseminacion artificial en las primeras 3 semanas fue del 93,8% (buena respuesta de las vacas al celo),
el % de prefiez en la semana 6 y el % prefiez general fueron bajos. Esto puede deberse a las altas
temperaturas registradas en los meses de noviembre y diciembre. El anegamiento que se produjo al
final del ciclo fue de mayor gravedad que el acontecido en el ciclo anterior (2014-2015), donde para
el mismo periodo se dio el 64% de la precipitacion acumulada. Esto ocasiond la pérdida total de las
pasturas y marcadas complicaciones en todos los aspectos del manejo del rodeo en detrimento de la
produccidn, mientras el desempefio reproductivo fue muy bueno. En este contexto, los parametros de
calidad de leche se vieron seriamente afectados. Los balances de nitrogeno (N) y fésforo (P) fueron
positivos con valores de 317 y 30 kg/ha/afio, respectivamente y superaron a los obtenidos en ciclos
anteriores y a los valores de referencia. Charlon y otros (2015) presentaron para un sistema con
caracteristicas similares valores de 332 kgN/ha/afio y 45 kg kgP/ha/afio. El aumento de la carga estaria
indicando una mayor existencia de excedentes de ambos nutrientes en el sistema por el uso de insumos
externos (concentrados y fertilizantes). Los valores de eficiencia de uso de N (23%) y de P (32%)
resultaron similares a los planteados por Spears et al. (2003 a y b citado por Charlon et al. 2015). En
relacion a los litros de agua por litro de leche corregida por grasa y proteina (LCGP) el valor obtenido
en el dltimo ciclo fue cercano a los 950 litros obtenidos por Hoeskstra (2012) y al valor promedio de
los primeros 4 ciclos evaluados en el sistema. La huella de carbono (kg CO2 equivalente por litro de
leche), debido a una disminucién de la productividad individual en el dltimo ciclo presentd un valor
levemente superior al de los ciclos anteriores y similar al obtenido por Baudracco et al. (2015) con
un sistema de caracteristicas parecidas.
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CONCLUSION

En el sistema se aplicaron practicas de manejo que fueron evaluadas a través de indicadores.
En los 4 ciclos correspondientes al periodo 2011-2015 los indicadores evaluados se mostraron
estables en el tiempo, a excepcidn de los relacionados con calidad de leche y del Balance de P. Los
excesos de agua en los ciclos 2014-2015 y 2015-2016 han afectado marcadamente los indicadores
productivos y de calidad de leche. En un marco de gestién ambiental la mayor carga de nutrientes
indicaria la necesidad de mejorar la eficiencia de uso de los alimentos. El efecto de la carga sobre el
sistema deberd seguir siendo evaluado.
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SISTEMA DE ORDENO VOLUNTARIO EN VACAS LECHERAS EN
PASTOREO CON DIETA PARCIALMENTE MEZCLADA EN LA CUENCA
LECHERA SANTAFESINA DURANTE EL PERIODO ESTIVAL
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2FCA-UNL, Esperanza, Santa Fe, Argentina, Ruta 70, km
SFAUBA, - Buenos Aires — Argentina, Av. San Martin 4453 - C1417DSE

* Autor de contacto: ghiano.jorge@inta.gob.ar

INTRODUCCION

Desde el mes de agosto de 2015 estd funcionando en INTA EEA Rafaela un Sistema de
Ordefio Voluntario (VMS Voluntary Milking System) con el objetivo de evaluar el impacto de esta
tecnologia en aspectos sociales, econémicos, productivos y ambientales en un tambo pastoril
intensificado.

El VMS, mediante su software DelPro® DeLaval®, realiza de manera automatica todas las
tareas ligadas al ordefio, la deteccion de mastitis y la alimentacion con concentrados. La particularidad
del sistema es que el trafico de las vacas es voluntario ya que ellas mismas deciden cuando ser
ordefiadas. Los diferentes incentivos (alimento, agua, descanso y confort) permiten el movimiento en
forma individual o en pequefios grupos y no en forma gregaria como en los tambos convencionales.

El tambo estd basado en un sistema tipo pastoril intensivo con suplementacion en corrales. El
concentrado es asignado en forma individual, en el VMS y en una casilla de alimentacidn.

(13

El predio estd dividido en 3 sectores o “vias”: pastoreo norte, pastoreo sur y corral. La
particularidad es que el operario puede decidir el horario de acceso y permanencia de los animales a
los diferentes lugares mediante la configuracion de puertas inteligentes. Dependiendo la época del
afio y la oferta de pasturas, se puede configurar el tiempo de permanencia de los mismos en cada
sector. mds de 90 dias de estrés caldrico al afio.

Los efectos negativos del estrés caldrico son ampliamente conocidos (Rhoads, 2009), sin
embargo, es de suma importancia evaluar el impacto del mismo sobre el comportamiento y trafico
animal, la frecuencia de ordefio y la produccién en sistemas VMS.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el desempeio productivo, la frecuencia de ordefio,
el bienestar y trafico animal, y el comportamiento de vacas lecheras en pastoreo con Dieta
Parcialmente Mezclada (PMR), en un sistema de ordefio voluntario (VMS) con 1 o 2 vias de pastoreo

en la cuenca lechera santafesina durante el periodo estival.

MATERIALES Y METODOS

Sitio experimental

El estudio se realiz6 en el VMS, ubicado en las instalaciones del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA), Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) Rafaela, Santa Fe,
Argentina (latitud Sur 31° 15,09’ 12" y longitud oeste 61° 29,30’ 32") durante el verano 2016.
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Animales y tratamientos

Se utilizaron 37 vacas de primera lactancia con 130£60 dias en lactancia DEL, 28 litros de
produccién diaria promedio y 2,75 puntos de score corporal. Los animales tenian acceso al corral,
provisto de estructuras de media sombra (80% y 95% de sombreo) con 4 m? de superficie por animal,
desde las 08:00 hasta las 18:00 horas. Pasado este horario, se les permitia el acceso a 1 o 2 “franjas”
o “vias” de pastoreo hasta las 08:00 horas del dia siguiente. La distancia maxima desde el VMS al
area de pastoreo era 500 metros. Las vacas disponian de agua ad libitum en las inmediaciones del
VMS, con 2 bebederos de alta capacidad de recuperacion. La distribucién de alimento con el mixer
se realizaba todas las mafianas a las 08:00 horas. El alimento balanceado se suministraba en el VMS
a cada vaca en forma individual, segin produccion y periodo de lactancia.

Periodo experimental
El estudio se realiz6 durante enero y febrero 2016. Los dos tratamientos evaluados fueron:
e Tratamiento A (2 vias de pastoreo): PMR + franja a (60% de oferta) + franja b (40% de
oferta)
e Tratamiento B (1 via de pastoreo): PMR + franja ¢ (100% de oferta)
La oferta de pastura fue alfalfa (franjas a y ¢) y soja (franja b).
El tratamiento A se extendi6 desde el 4 al 19 de enero, y del 8 al 29 de febrero. El tratamiento B,
desde el 20 de enero al 7 de febrero.
La composicion de la dieta de los animales se presenta en la tabla 1. La misma tenia 17% de Proteina
Bruta y 1,6 Megacalorias de Energia Neta de Lactaciéon ENL por kg de MS. En el tratamiento B, se
les asignaba solamente alfalfa a los animales a razén de 5 kg MS vaca! dial. La relacion
forraje:concentrado era de 60:40. La dieta fue balanceada segtin National Research Council 2001.

Tabla 1. Composicion fisica de la dieta ofrecida a los animales durante los tratamientos A y B.

Alimento Tratamiento A Tratamiento B
(Kg MS vaca'dia? | (Kg MS vaca!dia™?

Silo de maiz 7 7

Balanceado 5,6 5,6
Heno de alfalfa 1,8 1,8
Grano de maiz molido 1,8 1,8
Expeller de soja 0,9 0,9
Semilla de algodén 0,9 0,9
Soja 2 -

Alfalfa 3 5

Total 23 23

Mediciones en el ambiente. Informacién metereolégica

La informacién meteoroldgica, temperatura media diaria (TMd, °C) y humedad relativa media
diaria (HRd, %) fueron suministradas por la Estaciéon Agrometeoroldgica de EEA Rafaela del INTA.
Ademas, en las diferentes estructuras de media sombra (80 y 95% de sombreo) de los corrales, en el
comedero y en el VMS se colocaron termémetros de globo negro (TGN) o esferas de Vernon
(Berbigier, 1988) en los que se registraron, luego de establecerse el equilibrio térmico, la temperatura
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con los flujos del calor por conveccién y radiacion. La temperatura registrada dentro del espacio
cerrado “negro” expresa las ganancias o pérdidas de calor del ambiente medido (Hertig, 1972). Las
lecturas en el TGN se efectuaron a las 09:00, 12:00, 15:00, 18:00 y 21:00 horas.

Con los datos diarios de TMd y HRd se calculd el indice de temperatura y humedad (ITH) de acuerdo
a la siguiente formula (Thom, 1958):

ITH=(1,8*Ta+32)-(0,55-0,55*hr)+(1,8*Ta-26)

donde:
Ta: temperatura media diaria (°C).
hr: humedad relativa media diaria al tanto por uno.

El umbral de ITH donde las vacas de alta produccién comienzan a sufrir estrés caldrico es 68
(Zimbelman et al, 2009).

Mediciones en el animal. Mediciones fisiol6gicas

Frecuencia respiratoria y Temperatura corporal

La frecuencia respiratoria (FR) se midi6é dos veces por semana, a las 09:00, 12:00, 15:00,
18:00 y 21:00 horas. La misma se determind por observacion visual de los movimientos respiratorios
por minuto en la zona del flanco de los animales. La temperatura corporal se midid con termobutton
datalogger colocado en la vagina, generando un registro cada 1 hora.

Cortisol

Se realizaron dos muestreos de sangre para determinar Cortisol como indicador de estrés en
los animales. L.a medicién se realiz6 mediante la técnica de Electroquimioluminiscencia (ECLIA) en
laboratorios Biovet, que consiste en reacciones quimicas donde un precursor quimioluminiscente es
tratado con sustancias oxidantes y catalizadores para producir un producto intermedio que, excitado
electronicamente, produce radiaciones electromagnéticas en el espectro visible (Lagger, 2004).

Produccion y composicion de la leche

La produccion de leche se registré diariamente mediante el sistema Delpro DeLaval®. La
composicion se analiz6 todas las semanas mediante un muestreo compuesto de los 4 cuartos de cada
vaca. Los mismas se enviaron al Laboratorio de Calidad de Leche y Agroindustria de la EEA Rafaela
del INTA, donde se analizaron los siguientes parametros, Grasa Butirométrica (GB), Proteina (P),
ambos expresados en gramos cada 100 mililitros y Recuento de Células Somaticas (RCS), expresada
en células por mililitro. Todos los valores se obtuvieron mediante Milkoscan minor Foss Electric®.

Bienestar y Comportamiento animal

Se evalud 1 vez por semana mediante la metodologia de Scan sampling (Martin y Bateson,
1991) en intervalos de 15 minutos durante las 24 horas.
Las categorias observadas fueron:
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e Animal bebiendo: animal que tiene introducido su morro en el interior del bebedero
ingiriendo agua.

e Animal rumiando: animal que realiza movimientos de re-masticacion (desplazamiento del
maxilar inferior) con la boca.

e Animal comiendo: animal que baja la cabeza en busca de la pastura o de la PMR en el
comedero.

e Animal jadeando: animal que jadea en cualquiera de sus formas (Mader, 2014).
Posturas corporales:

e Animal de pie en estacion: animal que se encuentra en estacion sin realizar otra actividad
(posee sus cuatro patas erguidas y apoyadas en el suelo).

e Animal echado, descansando y/o durmiendo: animal que se encuentra con la mayor parte
de su cuerpo en contacto con el suelo sin realizar otra accion.

e Animal andando: animal que se encuentra con movimiento de sus miembros para

desplazarse, sin realizar otra actividad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediciones en el ambiente. Informaciéon meteorologica.
El ITH promedio de Enero-Febrero 2016 fue de 77, con un minimo de 69 y un maximo de 85. El
100% de los dias presentaron condiciones estresantes para las vacas ITH>68) (Figura 1).
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Figura 1. ITH medio diario. Periodo: enero-febrero 2016. Valor umbral=68.
En los meses de enero como de febrero, el ITH horario nunca descendi6 por debajo del umbral

de 68, considerado cémo el limite actual a partir del cual las vacas de alta produccién comienzan a
sufrir los efectos del estrés caldrico (Zimbelman et al, 2009) (Figura 2).
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Figura 2. ITH medio horario para los meses de enero y febrero, 2016. Valor umbral=68.

La TGN fue menor en el VMS, ya que el mismo cuenta con techo de chapa. Tuvo en promedio
una temperatura de 4°C menor que el testigo al sol. La principal diferencia se observa al mediodia
donde la diferencia alcanza los 8°C. No hubo diferencias entre media sombra de 80 y 95% de sombreo,
ya que en el promedio diario difirieron en 0,2°C. Cabe aclarar que ni el VMS, ni el sector de comedero,
contaban con refrescado mediante ventilacion y aspersion de agua, siendo este sistema el mas efectivo
para reducir el estrés calérico (Ghiano, 2014) (figura 3).
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Figura 3. Temperatura de Globo Negro (°C) de sombra 95%, Sombra 80%, comedero, VMS y
testigo en 5 momentos del dia: 9, 12, 15, 18 y 21 horas.
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Mediciones en el animal. Mediciones fisiologicas

Frecuencia respiratoria

La frecuencia respiratoria promedio diario de los animales durante el periodo del ensayo fue
69+12 movimientos respiratorios por minuto, considerandose un valor medio (Silanikove, 1992)
(Figura 4). Estos valores se pueden disminuir con sistemas de refrescado (Ghiano, 2014).

Frecuencia respiratoria

05-ene-16 08-ene-16 11-ene-16 13-ene-16 20-ene-16 22-ene-16

i3

-ene-16 27-ene-16 02-feb-16 03-feb-16 12-feb-16

Figura 4. Frecuencia respiratoria promedio diaria (movimientos respiratorios por minuto).

Temperatura vaginal

La temperatura vaginal, registrada mediante Thermobutton Datalogger, presentd valores
inferiores a 39°C, considerado umbral de confort térmico (Smith et al 2003, Reneau, J. 2012), durante
la primera medicién del 7 al 12 de enero. Luego, en la segunda, del 20 al 24 de enero, los valores se
incrementaron (Figuras 5 y 6), coincidentemente con el incremento del ITH medio diario.

27



INTA — ESTACION EXPERIMENTAL AGROPECUARIA RAFAELA.

INFORMACION TECNICA DE PRODUCCION ANIMAL 2016

3. Comees

Temperaturavaginal (2C)

——Temperatura vaginal ¢  —ITH

Figura 5. Temperatura vaginal °C (eje de ordenadas principal) e ITH (eje de ordenadas secundario)
horario. Periodo: 7 al 12 de enero 2016. Los nimeros en recuadro indican el ITH medio diario.

Umbral de temperatura 39°C.
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Figura 6. Temperatura vaginal °C (eje de ordenadas principal) e ITH (eje de ordenadas secundario)
horario. Periodo 20 al 24 de enero 2016. Los nimeros en recuadro indican el ITH medio diario.

Umbral de temperatura 39°C.

Cortisol

Los muestreos fueron realizados el 15 de enero y 26 de febrero. Los valores se presentan en

la Tabla 2.
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Tabla 2: Valores de Cortisol en sangre (ug dI!).

Muestreos 15 enero 26 febrero | Promedio
Media * desvio estandar 1,43+£0,99 | 1,31+0,92 1,37+0,95
Maximo 4.8 4,1 4.8
Minimo 0,1 0,2 0,1

Produccion y composicién de la leche
La produccion de leche por animal fue de 27,7+1,9 litros VO dia’!, con un minimo de 22,5

Tabla 3: Calidad composicional de la leche.

Pardmetros Grasa Proteina RCS

(grs 100 ml!) (grs 100 ml!) (cel ml)’!
Promedio * desvio 2,93+0,25 3,28+0,09 390154+282608
Maximo 3,41 3,46 1008790
Minimo 2,61 3,2 189970

El cortisol fue mas elevado en comparacién a otras determinaciones que informan valores de 0,9 pg
dI'! (Negrao, 2004) y 0,45 pg dI'! (Schutt, 1985).

y un méaximo de 31,89 litros VO-! dia™! (Figura 6). El ITH condiciond la produccion, observandose
una relacién inversa entre ambos. La composicién de la leche se presenta en la tabla 3.

La relacidn grasa: proteina estuvo invertida debido a la calidad de la fibra ingerida por los animales.
El RCS present6 un valor medio.
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Figura 6. Produccion de leche en kilogramos vaca'! dia”! (eje de ordenadas principal) e ITH (eje de
ordenadas secundario). Periodo: enero-febrero 2016.
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Produccion de leche y frecuencia de ordefio durante los tratamientos
Considerando que la proporcion de pastura (alfalfa)/verdeo de verano (soja) en la dieta era del 22%
del consumo de materia seca diario, a grandes rasgos se puede inferir que no hubo diferencias en
produccidn de leche, ni en la frecuencia de ordefio con una o dos vias de pastoreo nocturnas (de 18:00

a 06:00 horas) (Tabla 4).

Tabla 4: Produccion y frecuencia de ordefio promedio.

Tratamiento Periodo Produccion Frecuencia de
(Its VOl dial) ordefio

2 vias 4 al 19 enero 2016 28,38 2,59

1 via 20 enero al 7 febrero 2016 28,46 2,45

2 vias 8 al 29 febrero 2016 27,25 2,43

En la figura 7 se muestra la produccién de leche diaria en funcién del nimero de ordefios por dia. El
promedio de ordefios por dia del periodo analizado fue 2,48, con un maximo de 2,94 y un minimo de

1,95.
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Figura 7. Produccién de leche (eje de ordenadas principal) y ordefios por dia (eje de ordenadas
secundario). Periodo: enero-febrero 2016.

Bienestar y Comportamiento animal
Los animales pasaron un 18% del tiempo comiendo pastura y PMR, 43% descansando, 38%
rumiando, 0,5% bebiendo y 0,3% jadeando, coincidente con los datos reportados por Dawkins (2004),
Tucker (2009) y DeVries et al (2005) (figura 8).
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Figura 8. Comportamiento animal en VMS a lo largo del dia.
A su vez, pasaron un 63% del tiempo parados, un 36% echados y 1% andando (figura 9). Estos datos

coinciden con Tucker (2008), indicando que el estrés caldrico en vacas lecheras reduce el tiempo de

echado, ya que al estar paradas maximizan la pérdida de calor corporal.

Posturas corporales

1%

B Parado
o Echado
H Andando

Figura 9. Posturas corporales en VMS a lo largo del dia

CONCLUSION

El periodo estival en la zona de Rafaela es critico para la produccién de leche. Con este primer
trabajo, durante el verano con un sistema VMS, se pudo observar que ni la frecuencia de ordefio ni la
produccién decaen si los animales reciben confort durante las horas con mayor ITH del dia y
pastorean durante la noche. Una sola via de pastoreo nocturno no difirié con dos, considerando que
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el sistema VMS estaba funcionando con la mitad del nimero maximo de animales. Es de interés,
seguir profundizando el estudio con la capacidad maxima de animales.
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VANZINI, V.

INTA EEA Rafaela, Rafaela, Santa Fe, Argentina. Ruta 34 km 227
Correo-e: vanzini.victor@inta.gob.ar

INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad infecto-contagiosa producida por bacterias del género
Brucella, que eventualmente se transmite al hombre constituyendo una de las zoonosis maés
importantes a nivel mundial. El riesgo de contraer brucelosis es mas elevado para quienes trabajan
con animales susceptibles a la misma, sean estos productores agropecuarios, veterinarios,
trabajadores rurales o personal de frigorificos.

En los bovinos de las provincias de Coérdoba y Santa Fe es causada casi exclusivamente por
Brucella abortus biovar 1. Si bien existe B. suis, esta especie estd circunscripta a los porcinos y s6lo
se realizaron hallazgos aislados en bovinos.

La brucelosis produce pérdidas en la produccién pecuaria debido a los abortos o muertes
perinatales, pérdidas de lactancias de las hembras infectadas, aumento de la tasa de reposicién por
venta anticipada, retenciones de placenta luego del aborto o parto, con el consecuente gasto en
medicamentos y atencion profesional. A todos estos inconvenientes deben sumarse las restricciones
que afrontan, especialmente las empresas lacteas de nuestro pais, para exportar estos productos a
mercados de paises desarrollados.

El programa de control de la brucelosis bovina se basa en la vacunacion sistematica de las
hembras jovenes con B. abortus cepa 19 y en el diagndstico seroldgico y la segregacion de animales
positivos. El programa de control de la brucelosis tiene un grado de aplicacidn dispar en el pais,
siendo la provincia de Santa Fe la que presenta un trabajo sustentable a lo largo de los dltimos 40
afios, desde el inicio del plan piloto en los departamentos Las Colonias y Castellanos (decreto
provincial 04385/65, Res. MAG-SELSA 001/65).

Para la vigilancia epidemioldgica en ganado lechero, el programa de control y erradicacion
de la brucelosis prevé la realizacion de tres controles cuatrimestrales (SENASA, Resol. 438/06, Col.
23).

ASPECTOS PRODUCTIVOS

En la provincia de Santa Fe se aloja aproximadamente el 12,5% del stock bovino nacional,
ocupando el segundo lugar, luego de la provincia de Buenos Aires (SSPP, 2010). El stock bovino
provincial estd conformado por un 65,7% de ganado de cria, 17,3% ganado lechero y el 17% restante
corresponde a invernada, “feedlot” y cabafias (SSPP, 2010). Durante el afio 2006, la cria de ganado
bovino (2,6%) y la produccién de leche (1,1%) participaron con el 3,7% del producto bruto geografico
provincial, a valores constantes relativos al afio 1993 (Teran, 2008).

El ganado de cria se concentra principalmente en siete departamentos del norte de la provincia
(9 de Julio, Gral. Obligado, San Cristdbal, Vera, San Javier, Garay y San Justo) que albergan el 74,6%
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del stock (SSPP, 2010). Por su parte, el sistema productivo lechero esta integrado por 4261 tambos,
el 81,2% de éstos estan distribuidos principalmente en los departamentos Castellanos (30,1%), Las
Colonias (24,9%), San Cristobal (18,7%) y San Martin (7,5%) (Ministerio de la Produccién, 2011).

La provincia de Santa Fe es una de las tres principales productoras de leche del pais
alcanzando los 3712 millones de litros en el afio 2011, lo cual representa el 32% del total nacional
(MAGyP, 2013).

En los departamentos Castellanos y Las Colonias se produce aproximadamente el 55% de la
leche de Santa Fe. Adicionando lo que se produce en San Cristobal, San Martin y La Capital, el valor
asciende al 90% de la produccioén provincial.

La capacidad industrial instalada asciende a unas 174 plantas licteas pertenecientes a 151
empresas radicadas principalmente en el centro de la provincia (53%), en los departamentos
Castellanos, Las Colonias y San Martin (Ministerio de la Produccién de Santa Fe, 2010; Teran, 2008).

Esta provincia es la de mayor importancia industrial del sector lacteo argentino. Si bien la
cantidad de bovinos lecheros, el volumen de leche producido y el nimero de plantas procesadoras es
inferior al de Cdrdoba, la capacidad industrial instalada excede a las necesidades provinciales,
estimindose que ingresa un 20% de leche proveniente de otras provincias. Del total nacional, un 35%
se industrializa en la provincia (Teran, 2008).

En el periodo 1994-2000, Santa Fe fue incrementando paulatinamente la intervencion en las
exportaciones de productos lacteos. En 1994 participaba con un 39% hasta alcanzar el 61% (92.174
tn) en el afio 2000 (MAGIC).

La provincia de Cérdoba es la mayor productora de leche del pais y conforma, junto a la
provincia de Santa Fe, la cuenca lechera central. Como consecuencia de las favorables condiciones
de mercado, esta actividad mostrd un gran dinamismo manifestado en el incremento constante de la
produccién verificado en los dltimos afios. Los departamentos donde se concentra méas de la mitad de
la produccion provincial son San Justo (34%) y Gral. San Martin (20%).

La provincia de Cérdoba aporta aproximadamente el 35% y Santa Fe el 33% de la produccion
nacional, respectivamente. Los departamentos San Justo (Cba.) y Castellanos y Las Colonias (Sta.
Fe) contribuyen con aproximadamente el 30% del total nacional.

El 4rea lechera del centro este, cuenta con una superficie de 2,25 millones de hectareas. El
80% de la superficie se dedica a la ganaderia. El rubro principal es la produccién de leche y en
menor medida la carne.

ANTECEDENTES NORMATIVOS

En la provincia de Santa Fe, las primeras acciones relativas al control de la brucelosis bovina
se iniciaron en el afio 1945. La entonces Direccion de Fomento Agricola Ganadero, que
posteriormente dio origen al Ministerio de Agricultura Ganaderia Industria y Comercio (MAGIC),
actualmente Ministerio de la Produccién; elaboraba en los laboratorios del Instituto Experimental de
Investigacion y Fomento Agricola Ganadero la vacuna antibrucélica a base de Brucella abortus cepa
19 y la distribuia gratuitamente entre los productores interesados en vacunar a sus terneras. Ademas
realizaba el diagnostico seroldgico en muestras de suero sanguineo enviadas por los médicos
veterinarios de la actividad privada o en muestras obtenidas por profesionales del citado organismo.
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En el afio 1963, tal lo establecido en el decreto-ley nacional 6640/63, las industrias lacteas
comenzaron a bonificar a los productores que realizaban el saneamiento de los rodeos lecheros. Esta
medida con sustento econémico favoreci6 el control de la enfermedad.

En el afio 1965 se iniciaron acciones conjuntas con la Nacion para incorporar los distintos
departamentos de la provincia de Santa Fe a las campafias de vacunacion antibrucélica (Decreto
provincial 04385/65, Resol. MAG-SELSA 001/65). El Plan Piloto inicial incorporé los
departamentos Castellanos y Las Colonias. Posteriormente se extendid a toda la provincia.

El decreto 2488/91 dejo sin efecto lo establecido en la normativa 6640/63 con la consecuente
pérdida del incentivo econémico. Ante esta situacion, la mayoria de los productores abandonaron el
saneamiento de sus rodeos.

En el afio 1994 el SENASA dict6 la resolucion N° 043/94 que establecia la obligatoriedad de
controlar y erradicar la brucelosis en los departamentos Las Colonias, Castellanos y San Martin. En
el afio 1996, por medio de la resolucion N° 204/96, se incorpord al programa el departamento La
Capital. En el afio 1999 fueron reemplazadas por la Res. 115/99 que ponia en vigencia el “Plan
Nacional de Control y Erradicacion de la Brucelosis y Tuberculosis bovina, etapa 1999-2001".

En el afio 2001, como consecuencia del brote de fiebre aftosa, el control de la brucelosis perdié
relevancia. En febrero de 2002 se restableci6 el programa de control y erradicacion de la brucelosis
bovina en todo el pais, pero con exigencias minimas que incluian la vacunacion antibrucélica en
simultdneo con la campafia de vacunacién antiaftosa (SENASA, Res. 150/02). Tal lo previsto en esa
resolucién y teniendo en cuenta el grado de avance en el control alcanzado, la Comisién Provincial
de Sanidad Animal (COPROSA) presentd el “Plan Superador de Control y Erradicacién de la
Brucelosis Bovina de la Provincia de Santa Fe”, el cual fue aprobado por el SENASA (Res. 497/02).
Los departamentos Castellanos y Las Colonias conforman la zona 2, de control y erradicacion
obligatoria (Figura 1).

En la provincia de Cérdoba y en particular en el departamento San Justo estd vigente el Plan
Superador de Control y Erradicacion de la Brucelosis Bovina en el Departamento San Justo (Freyre
— Devoto) de la Provincia de Cérdoba (SENASA, Res. 905/2004). El plan esta enfocado a ganado
lechero con un fuerte sustento en la vigilancia epidemioldgica no s6lo como herramienta para la
deteccion precoz del ingreso de la enfermedad a un rodeo, sino también para el rastreo de
establecimientos infectados sin antecedentes sanitarios, focalizando las tareas de saneamiento (Figura

1.
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1. San Justo
2. Castellanos
3.Las Colonias
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&

Figura 1: Departamentos de la cuenca lechera central de Coérdoba y Santa Fe, incluidos en los
planes superadores de control y erradicacién de la brucelosis bovina.

VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

La vigilancia epidemioldgica de la brucelosis bovina en el ganado lechero, se viene realizando
desde hace muchos afios en la Argentina. Las empresas lacteas realizaban la prueba del anillo en leche
(PAL 6 Ring Test) en sus laboratorios autorizados por el SENASA, sin embargo, el sistema no llegd
a afianzarse y qued6 reducido a la mera informacién que en ocasiones la empresa le enviaba al
productor.

En el afio 1994 se firmd un convenio sanitario entre el SENASA vy las industrias lacteas
integrantes del Centro de la Industria Lechera (CIL). En el mismo se propuso utilizar la prueba PAL
aplicada en muestras de leche del total de un ordefie (MLTO) para la deteccion de establecimientos
negativos, seguido de un control serologico negativo en muestras de suero sanguineo de todas las
categorias de animales elegibles, declardndolos “Aptos para la exportacion”. El estatus se mantenia
con tres PAL anuales y un control seroldgico en muestras de suero sanguineo, ambos negativos.

En el afio 2006, el SENASA establecié que para la vigilancia epidemioldgica de la brucelosis
bovina en ganado lechero se utilicen la prueba PAL y el enzimoinmunoensayo indirecto (ELISA-1)
aplicadas en MLTO cada cuatro meses (Res. 438/06).

Las industrias lacteas ejecutan los obteniendo MLTO del tanque refrigerado, que representa a
la totalidad de las vacas en lactancia. Las muestras se analizan mediante las pruebas PAL o ELISA-i
en laboratorios autorizados de la Red de Laboratorios del SENASA. La industria lactea emite y envia
al productor un informe transcribiendo el resultado obtenido por el laboratorio que realiza el analisis.
Un resultado positivo constituye un diagndstico presuntivo de la presencia de la enfermedad, el cual
debe ser confirmado por medio del analisis de muestras individuales de suero sanguineo.

El objetivo de este trabajo es reunir la informacidon disponible sobre la vigilancia
epidemioldgica de la brucelosis en bovinos lecheros utilizando informacion generada en el laboratorio
de inmunologia de la INTA EEA-Rafaela, analizando los resultados desde el afio 2003 de tambos
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ubicados en tres departamentos de las provincias de Coérdoba y Santa Fe. La informacion sera de
utilidad para el anélisis, toma de decisiones y eventuales modificaciones del plan de control y
erradicacion de la brucelosis bovina.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron MLTO obtenidas del tanque refrigerado. Tal como lo indica la resolucién
vigente (SENASA, Res. 497/02, Col. 100/05), las empresas lacteas realizan la toma de muestras en
tres rondas anuales. Se obtuvieron entre 1 y 3 ml de leche por tambo y se conservaron congelados
hasta el procesamiento. En la mayoria de los casos no se agregaron conservantes. Las empresas que
dentro de su sistema de calidad utilizan conservantes para preservar la composicion fisico-quimica
de la leche, emplearon azidiol (azida sddica 3,6% + cloramfenicol 0,15%) a una concentracidn final
del 0,02%, que no interfiere con la prueba (Vanzini et al., 2012). Para el analisis de las MLTO se
utiliz6 la prueba ELISA-i (Vanzini et al., 1998, 2001). Los resultados se expresaron en porcentaje de
positividad (PP). Se utilizaron reactivos provistos por la Canadian Food Inspection Agency (CFIA),
Nepean, Ontario, Canada. Se considerd positivo a las muestras con un PP > 23 (Vanzini et al, 2001,
Nicola y Elena, 2009).

Todos los establecimientos cuyas MLTO resultaron positivas, fueron remuestreados dentro
de los 15 dias y sometidos a un nuevo anélisis. Aquellas MLTO que resultaron positivas nuevamente
fueron consideradas como tal e informadas.

En este trabajo se consideraron infectados a aquellos establecimientos que resultaron positivos
en dos de los tres muestreos anuales o cuando al analizar muestras de suero sanguineo individuales
se hubieran detectado animales positivos segun el criterio establecido por el SENASA (Nicola y
Elena, 2009).

En los departamentos Castellanos y Las Colonias, las MLTO analizadas entre 2003 y 2015
oscild entre el 37 y 58 % (48% = 5). En el departamento San Justo el nimero de MLTO analizadas
en 2015 represent6 el 39% (Vanzini y col., 2015; SENASA, com. pers.).

RESULTADOS Y DISCUSION

En los departamentos Castellanos y Las Colonias, en los ultimos siete afios, la proporcion de
tambos positivos no superd el 0,7 % (tabla 3). Estos resultados, atin cuando no se analiz6 la
prevalencia de cada establecimiento, indican que se estd en condiciones para iniciar la etapa de
erradicacion de la enfermedad.
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Tabla 3: Distribucién anual de los resultados de la prueba ELISA-i por departamentos de las provincias de

Cérdoba y Santa Fe.
- . ¢ 2003 2004 2005 2006 2007
rtamen
L n Pos % n Pos % n Pos % n Pos % n Pos %
Castellanos 787 12 1,5 377 12 32| 622 11 1,8| 597 7 1,2 531 7 1,3
Las Colonias 594 4 0,7 546 8 1,5 499 13 2,6| 685 6 09| 636 6 09
Totales Zona 2| 1381 16 1,2 923 20 22| 1121 24 2,1| 1282 13 1,0| 1167 13 1,1
San Justo 28 14 50,0 281 23 82| 700 39 56| 629 31 49| 574 36 6,3
2008 2009 2010 2011 2012
Departamentos
n Pos % n Pos % n Pos % n Pos % n Pos %
Castellanos 512 10 2,0 533 3 06| 505 3 0,6 529 1 02| 516 1 02
Las Colonias 653 10 1,5 626 3 05| 664 3 05| 582 4 07| 568 4 0,7
Totales Zona 2| 1165 20 1,7| 1159 6 05| 1169 6 05| 1111 5 05| 1084 5 0,5
San Justo 576 37 64| 576 19 33| 561 19 34| 59 17 29| 607 20 3,3
2013 2014 2015
Departamentos
n Pos % n Pos % n Pos %
Castellanos 516 3 0,6 543 3 0,6 546 4 0,7
Las Colonias 450 1 02| 569 3 05| 566 1 02
Totales Zona 2| 966 4 04| 1112 6 05| 1112 5 04
San Justo 558 17 3,01 553 11 2,0| 567 18 3.2

n: Nimero de MLTO analizadas.

Pos: Positivo

En el departamento San Justo, a partir del inicio del plan superador hacia finales del 2004

donde la proporcion de MLTO positivas alcanzoé el 8,2 %, se observa una reduccidn sostenida hasta

menos de la mitad en los dltimos 6 afios (Figura 2).
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Figura
2: Evolucién de la proporcion de MLTO positivas ELISA 2003 — 2015, en departamentos de las
provincias de Santa Fe y Cordoba.

La mejora en la situacién epidemioldgica del departamento San Justo (Cérdoba), adquiere
especial relevancia desde el punto de vista epidemioldgico ya que ante un eventual inicio de la etapa
de erradicacién en los departamentos Castellanos y Las Colonias en la provincia de Santa Fe, tal como
esta previsto en el plan superador vigente, el estatus sanitario del departamento San Justo no presenta
riesgo importante para reinfecciones. Los departamentos limitrofes de la provincia de Santa Fe
tampoco constituyen riesgo sanitario importante, debido al avance en el control de la enfermedad
observado en los ultimos afios (Vanzini y col., 2015).

Santa Fe

San Cristabal
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Cordoba

Figura 3: Zona de control y erradicacion de la brucelosis bovina de la provincia de Santa Fe (Res.
497/02). Departamentos Castellanos y Las Colonias
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CONSIDERACIONES FINALES

En el ganado lechero de los departamentos Castellanos y Las Colonias, en los dltimos siete
afios, se observa una situacion estable con menos del 1% de establecimientos positivos a la prueba
ELISA. Esto sugiere que con la planificacion vigente se ha alcanzado el limite més bajo de brucelosis.
Por lo tanto, para lograr la erradicaciéon de la enfermedad, objetivo propuesto en esos departamentos
en el plan de control y erradicacion (SENASA, Res. 497/02), se deberia considerar una reformulacion
de la estrategia de intervencion.

De acuerdo a la evolucién de la situacién epidemioldgica observada, los proximos pasos
deberian estar dirigidos a la erradicacion de la enfermedad y la creacién de un area libre en los
departamentos Castellanos y Las Colonias y desde alli extenderla en funcién de la evolucién
epidemioldgica. Aplicando el criterio establecido en el Codigo Sanitario para los Animales Terrestres
(OIE, 2016) para que la zona sea declarada libre de brucelosis bovina con vacunacion, la proporcién
de establecimientos con infeccion brucélica no debe ser superior al 0,2% y una prevalencia intrapredio
inferior al 0,1%, metas no muy lejanas de alcanzar. Para el mantenimiento del estatus, es
imprescindible consolidar el sistema de vigilancia epidemioldgica vigente para ganado de leche (PAL
o ELISA) e implementar un sistema de muestreo en frigorificos y remates ferias para ganado de carne
y leche.

El monitoreo anual de establecimientos libres mediante la obtencién de muestras de sangre
no parece una medida que se pueda mantener en el tiempo por la cantidad de recursos humanos y
tiempo que requiere, ademas del costo. La vigilancia epidemioldgica en la futura etapa de
erradicacion serd la principal herramienta de monitoreo. Actualmente en ganado lechero, el anélisis
de muestras de leche se realiza cada cuatro meses en laboratorios de la red de SENASA, pero los
resultados no siempre estan disponibles para su andlisis e inmediata implementacion de las medidas
apropiadas. En la futura etapa de erradicaciéon se deberia contemplar la centralizacién de la
informacion, analizarla e implementar las medidas correctivas en el menor tiempo posible, para evitar
la dispersion de la enfermedad e intensificar las acciones en los establecimientos que no logran la
erradicacion. Para que la cobertura de la vigilancia epidemioldgica alcance al ganado de cria, también
se deberian realizar muestreos sistematicos en lugares donde se concentran animales (remates ferias,
exposiciones) e industrias frigorificas.

El control de movimientos debe asegurar que a la zona libre inicamente ingresen animales
procedentes de establecimientos libres de brucelosis. La implementacion de esta medida deberia ser
progresiva a través de un comun acuerdo entre el SENASA vy los entes sanitarios involucrados.
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Importancia

La tuberculosis bovina (TBb) es una enfermedad bacteriana crénica que afecta al bovino y a
otras especies de mamiferos. Ademas, dicha enfermedad es una zoonosis, que puede afectar a los
humanos al contagiarse por inhalaciéon de aerosoles, ingestion de leche no pasteurizada o sus
subproductos provenientes de bovinos enfermos. En los paises desarrollados, los programas de
erradicaciéon han reducido o eliminado la tuberculosis en el ganado bovino, siendo muy poco
frecuente la enfermedad en humanos. En algunos paises y regiones, la existencia de reservorios
silvestres sigue, dificultando su completa erradicaciéon. La TBb es frecuente en paises
subdesarrollados, ocasionando pérdidas econdémicas importantes por disminucién de la produccidn,
decomiso en frigorifico y restricciones en el comercio internacional.

Agente etioldgico

El Mycobacterium bovis (M. bovis), agente causal de la TBb, es una micobacteria que integra
el denominado Complejo Mycobacterium Tuberculosis (CMT). Este grupo se halla conformado por
las siguientes especies estrechamente relacionadas y responsables de producir la tuberculosis (TB)
humana y de los animales: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium
canettii, Mycobacterium bovis- Calmette y Guérin (BCG), Mycobacterium microti, Mycobacterium
caprae, Mycobacterium pinnnipedii y Mycobacterium mungi.

Caracteristicas del M. bovis

M. bovis es un patdgeno obligado que puede sobrevivir por periodos sustanciales en el medio
ambiente bajo condiciones favorables. Esta bacteria mezclada con materia fecal, sangre y orina puede
sobrevivir por 150 a 332 dias a una temperatura de 12 al4°C y al resguardo de la luz solar. Esta
supervivencia disminuye de 18 a 31 dias con temperaturas de 24-43°C y expuesto a la luz solar
(Morris et al., 1994). La supervivencia del M. bovis en pasturas y suelo se ve afectada por factores
como la temperatura, la humedad, la exposicién a la luz solar, el oxigeno, la presencia de antibi6ticos
naturales disueltos en el suelo, los tipos de microflora asociados (Morris et al., 1994). En carcasas de
animales sobre pasturas el nivel de infeccidon disminuyd rapidamente después de 2 semanas, no
encontrandose M. bovis después de la cuarta semana (O Reilly y Daborn, 1995).

Las micobacterias son bien conocidas por poseer resistencia a los antisépticos y desinfectantes,
ubicadas en la escala de bacterias mas resistentes solo por debajo de las esporuladas. Los antisépticos
y desinfectantes que poseen actividad anti-micobacterianas son el fenol, el acido peracético, el
perdxido de hidrégeno, el alcohol y el glutaraldehido. El hipoclorito de sodio al 4%, el 4cido cresilico
al 3% o el fenol al 5% son los més utilizados y seguros en la destruccion del bacilo, aunque el alcohol
etilico al 70% en agua lo destruye rdpidamente (SENASA, 1999b).
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Especies Afectadas

El ganado bovino es el huésped definitivo del M. bovis, pero puede infectar otros mamiferos
domésticos como cerdo, cabras, camélidos, ovejas, gatos, perros y un nimero variado de especies de
animales silvestres.

Vias de transmisién
Via aer6gena

La TBbD es primariamente una enfermedad respiratoria y la transmision por via aerdgena es el
mecanismo de contagio primordial intraespecie y entre especies (O Reilly y Darbon, 1995) (Figura

1.
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Figura 1: Vias de transmisién del Mycobacterium bovis

Los resultados de infecciones experimentales realizadas por via aerdégena y digestiva, junto
con la distribucion de lesiones halladas en los bovinos naturalmente infectados, demuestran que entre
el 80 al 90% se infecta por inhalacién (Morris et al., 1994). Para el caso de M. bovis, 1a dosis infectante
por via respiratoria seria tan baja como un bacilo para producir una lesidén en comparacioén con los
millones que requiere la via digestiva (Morris et al., 1994 y Phillips et al., 2003). Esta observacion
fue comprobada muchos afios después, cuando se demostré que una dosis de 1 unidad formadora de

44



INTA — ESTACION EXPERIMENTAL AGROPECUARIA RAFAELA.
INFORMACION TECNICA DE PRODUCCION ANIMAL 2016

colonias (UFC) puede establecer la patologia tuberculosa por esta via en bovinos, con igual desarrollo
y respuesta inmunitaria que dosis 1.000 veces mayores (Dean et al., 2005). El 94% de los bacilos
sobreviven en aerosoles durante los primeros 10 minutos de exposicion al aire, pudiendo algunos
permanecer viables hasta 12 horas en estas condiciones (Gannon et al., 2007). Luego de la inoculacién
ocurre un periodo de latencia, més prolongado en los animales en los que se aplicaron las dosis
menores de infeccion, pudiendo variar de esta manera el aislamiento en mucus nasal entre los 11 (106
UFC) y los 18 dias (104 UFC) post-inoculacién (Neill et al., 1988). Este periodo de latencia estaria
influenciado por factores tales como el tipo de cepa de M. bovis y la velocidad de respuesta
inmunoldgica por parte del hospedador. Una vez comenzada la excrecion, ésta permanece varias
semanas, para luego decaer y hacerse intermitente. El comportamiento de los animales infectados
naturalmente se asemejaria a las infecciones provocadas con una baja dosis de bacilos, donde luego
de 7 a 8 semanas decae la eliminacion, siendo dificultoso su aislamiento o estando ausente del moco
nasal. Esta intermitencia permite que algunos animales eliminen M. bovis por aerosoles hasta las 34-
38 semanas post infeccion (Neill et al., 1988). La excrecion de bacilos en las infecciones naturales
comienza a partir de los 87 dias pos-infeccion, incluso en bovinos negativos al test de tuberculina
(Neill et al., 1992).

Via Digestiva

Esta es la segunda via de importancia de infeccidén en los bovinos. Si bien los animales
infectados pueden contaminar las pasturas por la eliminacién de M. bovis en materia fecal (MF), se
requeririan grandes dosis de estos bacilos para lograr establecer infeccion por esta via. Ejemplo de
ello son las inoculaciones experimentales en donde 3 de 4 terneros se lograron infectar con una dosis
casi 5.000 veces mayor que la requerida para infectar un bovino por via aerégena (Palmer et al.,
2004). Por eso, la transmision de la tuberculosis entre bovinos a través de pasturas contaminadas seria
un evento poco comun, donde la supervivencia del bacilo estd directamente condicionada en el medio
ambiente por el clima.

En general, el rol de la contaminacién del medio ambiente como fuente de infeccién para los
bovinos es de poca significancia en relacién con la transmision directa de bovino a bovino (Morris et
al., 1994). Esta via digestiva adquiere relevancia en la infeccidn de terneros por el consumo de leche
proveniente de vacas tuberculosas. Entre el 1 y 2% de las vacas tuberculosas presenta lesiones en
glandula mamaria proveniente de la diseminacion hematégena (Morris et al., 1994; Hardie y Watson,
1992). La excrecidon de M. bovis por leche en vacas afectadas también seria muy baja, del orden del
1 al 2% (Flamand et al., 1994). Sin embargo, el suministro de leche cruda proveniente de vacas
positivas a tuberculina a terneros bajo sistemas de crianza intensivos, produjo brotes de TBb cuando
estos animales llegaron a los 8-9 meses de edad. Los animales afectados presentaron lesiones en
pulmoén, ganglios linfaticos mesentéricos, higado y SNC (Bernardelli et al., 1994).

Otras vias de transmisiéon

La via congénita puede ocurrir en el 12 al 50% de los terneros nacidos de vacas con metritis
tuberculosa, pudiendo ser ésta la causa de la presentacidon de lesiones en el sistema nervioso central
(O’ Reilly y Darbon, 1995). Otros autores han encontrado que el 1% de los terneros nacidos de vacas
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tuberculosas estin congénitamente infectados, presentando lesiones en el higado, en el pulmén y
varios nddulos linfaticos de la carcasa (Tweddle et al., 1994).

La transmisién genital puede ocurrir si los 6érganos reproductivos se encuentran afectados,
pero es extremadamente rara (Neill et al., 1994).

Periodo de incubacién

Los sintomas de la tuberculosis tardan meses en desarrollarse en el ganado. Las infecciones
también pueden permanecer latentes durante afios y reactivarse durante periodos de estrés o en
animales viejos.

Los terneros infectados por consumo de leche cruda, proveniente de vacas infectadas, pueden
desarrollar la enfermedad en forma grave a las pocas semanas de infeccion, mientras que otros pueden
alcanzar la edad adulta sin presentar sintomas.

Desarrollo de lesiones.

Las micobacterias patogenas producen una lesién granulomatosa caracteristica en los tejidos
tanto de humanos como en los de una larga lista de animales domésticos y silvestres (Thoen y Barletta,
2004). Cuando un bovino es expuesto a M. bovis, varios factores ejercen una influencia significativa
sobre los eventos subsiguientes. Algunos de estos factores son inherentes al bacilo, otros al huésped
y otros al medio ambiente (Pollock y Neill, 2002).

Estos granulomas (tubérculos) es donde se localizan las bacterias, son generalmente de
aspecto amarillentos y caseosos, pudiendo estar calcificados y rodeados por un tejido fibroso
(encapsulados). Su tamafio y localizacién es muy variable desde unos pocos milimetros a algunos
centimetros de didmetro, ubicados principalmente en los bovinos en los ganglios linfaticos,
particularmente los que se encuentran en la cabeza y el térax. También son frecuentes en los
pulmones, bazo, higado y en algunas ocasiones en el sistema nervioso y medula. En casos aislados se
pueden observar multiples granulomas pequefios afectando diversos 6rganos, denominandose a esta
presentacion tuberculosis generalizada.

Las lesiones a veces aparecen en los genitales de la hembra, pero son poco frecuentes en los
genitales del macho. En algunas especies, como los ciervos, las lesiones suelen tener el aspecto de
abscesos en lugar de los tipicos tubérculos. La formacion de estos granulomas es un intento de parte
del huésped de localizar la infeccidn y lograr a través de los mecanismos inflamatorios e inmunitarios
la destruccion de los bacilos (Thoen y Chiodini, 1993).

Rol de la fauna silvestre en la tuberculosis bovina

En las dltimas décadas, numerosos paises implementaron programas de control y erradicacion
de TBb en sus rodeos bovinos, basados en la deteccion de los animales infectados y su inmediata
faena (denominado “test and slaughter”). A pesar de haber logrado progresos satisfactorios en
extensas regiones, en algunas areas persistieron las reinfecciones en los rodeos saneados. Una de las
causas para que esto ocurriera fue la presencia de fauna silvestre infectada (Morris et al., 1994).

La infeccién por M. bovis fue detectada en un amplio rango de animales silvestres ubicados
en regiones como América del Norte, Europa, Africa y Nueva Zelandia (Morris et al., 1994; O'Reilly
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y Darbon, 1995, de Lisle et al., 2002) y con manifestaciones diferentes segun las especies (Corner,
2006). La enfermedad produce no solo un impacto sobre la fauna, sino que es un grave perjuicio
econdmico por lo que significa la presencia de un reservorio para los animales domésticos que pueden
entrar en contacto.

Las especies silvestres afectadas por M. bovis, pueden clasificarse de acuerdo a la dindmica
de la infeccién en hospedadores de mantenimiento o reservorios y en hospedadores finales (Morris et
al., 1994; de Lisle et al., 2002).

Factores que afectan la transmision del M. bovis por parte de la fauna silvestre

Los factores inherentes al animal y a la poblacion influencian la transmisién dentro y entre
poblaciones de animales.

Factores relevantes al animal: vias de ingreso, localizacién de lesiones, vias y niveles de

excrecion, via de ingreso mas importante para las especies domésticas en riesgo y dosis minima
infectante de acuerdo a la via de ingreso.
Factores relevantes a la poblacién: el riesgo de transmision depende del niimero de animales

infectados y del niimero de animales susceptibles en la poblacién. Cuanto son capaces de infectar los
individuos de una especie y si cumplen con las condiciones necesarias para esto (Corner, 2006).

Para cada via de ingreso, las situaciones pueden diferir, tornidndose importante la distancia
entre tiempo y espacio, entre la fuente de infeccidon y el animal susceptible. Relacionados con el
tiempo y espacio, estd la duracidn de la interaccion entre infectado y huésped susceptible, el efecto
del tiempo sobre la viabilidad del bacilo excretado y la supervivencia de este en el medio ambiente.
Para una efectiva transmision, el M. bovis debe sobrevivir en el medio y en una cantidad suficiente
para infectar al huésped. Esta supervivencia de los bacilos fuera del animal es importante en la
duracion del riesgo.

La alteracion del medio ambiente y el manejo poblacional de la fauna pueden producir
cambios que lleven a introducir la enfermedad o exacerbar su presencia en los animales silvestres.
Estos cambios tienden a incrementar la interaccién entre los animales silvestres y los animales
domésticos, facilitando la transmisién (Corner, 2006).

Especies de animales silvestres infectados por M. bovise involucrados en la transmision a los
bovinos

Estos udltimos huéspedes silvestres denominados de “mantenimiento” porque la infeccion se
mantiene entre los individuos de la misma especie, son los que resultan ser un importante
impedimento para la erradicacion de esta enfermedad en algunos paises: la comadreja cola de cepillo
— “Brush-tailed possum” - (Trichosurus vulpecula) (Figura 2) en Nueva Zelandia, los tejones o badger
europeo (Meles meles) (Figura 3) en el Reino Unido e Irlanda, los alces (Cervus elaphus
manitobensiss) y el bisonte (Bison bison athabascae) en Canada, el kudu (Tragelaphus strepsiceros)
y bufalo africano (Syncerus caffer caffer) (Figura 5) en el Parque Nacional Kruger (PNK) en Sud
Africa. El ciervo de cola blanca “white-tailed deer” (Odocoileus virginianus) (Figura 4) en el estado
de Michigan, EEUU. Otras especies son huéspedes “accidentales”, ya que pueden infectarse a partir
de los bovinos, pero no son una fuente de reinfeccién importante para otros bovinos. Forman parte
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de este grupo muchas especies de ciervos y rumiantes silvestres, elefantes, rinocerontes, zorros,
coyotes, visones, primates, zarigiieyas, nutrias, focas, leones marinos, liebres, mapaches, 0sos,
jabalies verrugosos, felinos mayores (incluidos leones, tigres, leopardos, guepardos y linces) y varias
especies de roedores. Los mamiferos carnivoros son predadores naturales y adquieren la enfermedad
al capturar presas afectadas por la enfermedad.

Figura 2. Comadreja cola de cepillo — Figura 3. Tejon o badger europeo (Meles
(Trichosurus vulpecula). meles). (www.tvbenavente.es/)

www.ozanimals.com/

Figura 4. Ciervo de cola blanca - Figura 5. Bufalo africano - (Syncerus caffer

(Odocoileus virginianus) caffer). http://animaldiversity.org/
http://animaldiversity.org/

Cada una de estas especies tiene caracteristicas particulares sobre el desarrollo de la
enfermedad, pero en todas ellas la via respiratoria es la mas importante y también es la via por la cual
pueden contagiar a otros individuos de su especie y a los bovinos. En los ciervos y grandes ungulados
ésta seria la principal via de infeccion y de eliminacién de M. bovis.
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La via digestiva también es importante en aquellos animales que en determinadas ocasiones
pueden consumir despojos de bovinos afectados por TBb como los tejones, comadrejas, zorros, ratas
y jabalies.

La via la pseudo-vertical (Coleman y Cooke, 2001) ocurre en la comadreja cola de cepillo por
el estrecho contacto madre-cria que se produce al completar gran parte de su desarrollo en la bolsa de
este marsupial. La transmisién horizontal ocurre en los tejones (Morris ef al., 1994) por descargas de
aerosoles provenientes de las vias respiratorias en las actividades de reproduccion, las peleas entre
machos, la cohabitacién en cuevas o escondites y el acicalamiento entre individuos.

En estadios finales de la enfermedad en tejones y comadrejas, el desarrollo de las lesiones es
importante, afectando ganglios linfaticos superficiales, que pueden abscedarse y drenar al exterior
exudado conteniendo M. bovis siendo una fuente de contaminacion de pastos (Gallagher y Clifton-
Hadley, 2000). Como al estar tan afectados alteran su comportamiento, siendo facilmente olfateados
o lamidos por bovinos, también sus despojos pueden servir de fuente de infeccidn para otras especies
silvestres que tienen como habito consumir carrofia como los hurones, los cerdos salvajes y los
armifios (Morris et al., 1994).

La intervencion que hace el hombre sobre la fauna silvestre ha facilitado la dispersion de la
enfermedad dentro de algunas especies, es el caso de los ciervos en el estado de Michigan (USA)
donde con fines de explotacién cinegético, se suministraba alimentos durante los inviernos para
aumentar el nimero de individuos, promoviendo de esta manera el mayor contacto entre individuos
en estos sitios de alimentacion y con ello la transmisién del M. bovis (Schmitt et al., 2002). Con el
jabali (Figura 6) en algunas areas de Espaia ocurri6 algo semejante por el aumento de los cotos de
caza, en superficies que no suelen sobrepasar las 500 ha y donde los jabalies se mantienen de forma
artificial en densidades muy superiores a las que puede alcanzar en su estado natural (Rosell et al.,
2001).

Figura 6. Jabali — (Sus scrofa) (www.elsemiarido.com/)

Para controlar esta infeccidén en las diferentes especies se ejecutaron matanzas como las
organizadas en los afios 1970 y 1980 para disminuir la presencia de tejones en areas rurales de UK.
La disminucién de la poblacién de tejones fue efectiva para el control de la TB en los bovinos (O
Miirtin et al., 1998; Griffin et al., 2005), pero igualmente las infecciones persistieron, siendo los
bovinos y no lo tejones, los responsables de las mismas, que aun estando bajo regimenes de control,
son una fuente importante de infeccion, persistencia y diseminacion de la enfermedad (Defra, 2007).
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Una parte de la sociedad se opuso al exterminio considerando que el animal era aut6ctono de las Islas
Britanicas y que deberia ser protegido. Hoy en dia se trabaja en el desarrollo de vacunas para esta
especie, considerando que puede ser una buena alternativa para evitar la difusién de la enfermedad
en los tejones e indirectamente disminuir la infeccién en los bovinos.

En el caso de la comadreja cola de cepillo que es exdtica de Nueva Zelandia, su remocidn del
ecosistema no tiene resistencia por parte de la sociedad. El control a través de cebos toxicos, hizo
decrecer la poblacion de comadrejas y disminuyd la prevalencia de TB en los bovinos. El exterminio
total de esta especie es un hecho impracticable, sugiriéndose que lo mas promisorio a largo plazo
seria el desarrollo de una vacuna junto con su control bioldgico (Palmer, 2007).

La disminucién de la poblacidn de ciervos fue puesta en practica por el estado de Michigan
con medidas como el incremento del nimero de ejemplares que se podian abatir anualmente por parte
de los cazadores deportivos y con la prohibicion de las practicas de alimentacion y cebado. Esto
produjo el descenso de la prevalencia aparente en la poblacion de ciervos desde los 4,9% en el afio
1995 al 1,7% en el 2004 (O”Brien et al., 2006).

Para el caso de los jabalies en Espafia, se propone el uso de instalaciones especiales para
alimentar solo a los individuos jévenes y el cumplimiento de normas como no dejar restos de visceras
de los animales cazados en el campo. La obtencidn de vacunas para la fauna parece ser la medida que
a largo plazo resulte méas eficaz para controlar la infeccion en este reservorio (Ballesteros et al., 2009;
Garrido et al., 2011).

Otras especies hospedadoras de mantenimiento

Ademas de las especies silvestres nombradas anteriormente, existen otras que también son
catalogadas como de mantenimiento de la infeccion por M. bovis, pero su importancia epidemioldgica
se encuentra muy limitado a una ecorregion en particular. Son los casos del bisonte (Bison bison
athabascae) y el alce o elk (Cervus elaphus manitobensiss) en Canada. Ambas especies se encuentran
separadas geograficamente ocupando la primera el Wood Buffalo National Park (WBNP) en la
provincia de Alberta y la segunda el Riding Mountain National Park en la provincia de Manitoba
(RMNP) (Nishi et al., 2006). A pesar de la existencia de TB en estos ungulados, no se ha reportado
evidencia de enfermedad en otras especies silvestres en este pais (Wobeser, 2009).

Son varios los ungulados de Africa en los que se ha descripto la infeccién por M. bovis como
el kudu menor (Tragelaohus imberbes) y el fiu azul (Connochaetes taurinus) en Tanzania (Cleaveland
et al., 2005), el antilope Lechewe (Kobus leche) en Sudafrica (de Lisle et al., 2001) y en Tanzania
(Munyeme et al., 2010) y el antilope jeroglifico (Targelaphus scriptus) en Zambia (Cleaveland et al.,
2005).

En otros paises como Nueva Zelandia la cabra salvaje (Capra hircicus) (Coleman y Cooke,
2001) y en Australia el biifalo de agua o asiatico (Bubalus arnee) (Corner, 2006) han sido reportados
como infectados por M. bovis.

Situacién en Argentina

En Argentina existe desde 1999 un plan oficial de control y erradicacién de TBb SENASA
1999, reemplazado por su continuador Res 128/2012 (SENASA, 2012) basados en premisa de “test
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and slaughter”, aunque sin contemplar la indemnizacién a los productores por el descarte de los
animales positivos, una efectiva trazabilidad en faena y un rigido control de movimientos.
Requiriendo prioritariamente de la cooperacion entre los ganaderos y sus asociaciones, el Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA), los servicios provinciales de salud
animal, los colegios profesionales de veterinarios, las universidades y las empresas licteas. Desde su
puesta en marcha, el nimero de rodeos bovinos declarados libres ha ido en constante aumento y el
nivel de la prevalencia nacional obtenida anualmente a través de la inspeccion en frigorificos ha
disminuido paulatinamente desde 6,9 % en el afio 1969 al 0,3% en el 2014 (SENASA 2016). Sin
embargo, la distribucién de la TBb en el rodeo nacional reconoce areas mas afectadas que otras. Estos
conglomerados geograficos coinciden con las zonas lecheras de la Argentina, siendo el mas
significativo por su nivel de infeccidn el que agrupa a los departamentos centrales de la provincia de
Santa Fe (Castellanos, La Capital, Las Colonias, San Jerénimo y San Justo) y parte del departamento
San Justo, ubicado en la provincia de Coérdoba (Pérez et al., 2002). Trabajos realizados en los
departamentos Castellanos y Las Colonias, evidenciaron prevalencias en vacas y rodeos lecheros del
orden del 7,7% y 30% para el primero y del 4,1% y 15,6% para el segundo (Abdala et al., 1999;
Abdala et al., 2002). En el vecino departamento cordobés de San Justo, la prevalencia de animales
con lesiones compatibles con TB fue del 3,4% (Abdala y Tarabla, 2004).

Diversos factores de manejo y ambiente pueden explicar las variaciones de incidencia y
prevalencia entre regiones y entre rodeos de una misma region (Morris et al.,, 1994). El factor
ambiental ha sido poco estudiado en Argentina, especialmente el que involucra a la participacion de
la fauna silvestre local. El aislamiento de M. bovis en animales silvestres de Argentina fue realizado
en liebre (Lepus europaeus) (Kantor et al., 1984), y en jabali (Sus scrofa) (Bernardelli et al., 2004).
La liebre y el jabali son especies de origen europeo y desde su introduccion al pais a fines del siglo
XIX y principios del XX, comparten el habitat con bovinos criados en sistemas tipicamente
extensivos. Es la liebre europea, sobre la que se desarrolld la primera busqueda sisteméatica de M.
bovis en una especie silvestre en Argentina. Se inspeccionaron 181.000 liebres cazadas a campo y
procesadas en un frigorifico de Rio Cuarto (Prov. de Cérdoba), de los cuales solo 20 presentaron
lesiones compatibles con TB, sin embargo, no se pudo aislar M. bovis de estas lesiones (Raviolo et
al., 2005).
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INTRODUCCION

El agente causal de la Tuberculosis bovina (TBb) es el Mycobacterium bovis, que produce
infecciones en animales domésticos, silvestres y el hombre. En las dltimas décadas numerosos paises
ejecutaron programas de control y erradicaciéon de TBb en sus rodeos bovinos, basdndose en la
deteccion de los animales infectados y su inmediata faena (“fest and slaughter”). A pesar de haber
logrado progresos satisfactorios en extensas regiones, en algunas areas persistieron las reinfecciones
en los rodeos saneados. La causa principal de que esto ocurriera fue la presencia de fauna silvestre
infectada (Clifton-Hadley et al., 1995; de Lisle et al., 2001;Gallagher et al.,2000; Morris; et al., 1994;
Ryan et al., 2006).

En Argentina existe desde 1999 un plan oficial de control y erradicacion de TBb (SENASA
1999; SENASA 2012), basado en la misma premisa, aunque sin contemplar la indemnizacién a los
productores por el descarte de los animales positivos. Desde su puesta en marcha el nimero de rodeos
bovinos especialmente lecheros que fueron declarados libres, han ido en constante aumento. Sin
embargo, los conglomerados geograficos méas afectados coinciden con las zonas lecheras, siendo el
mas significativo el que agrupa a los departamentos centrales de la provincia de Santa Fe (Castellanos,
La Capital, Las Colonias, San Jerénimo y San Justo) y parte del departamento San Justo, de la
provincia de Coérdoba (Pérez, et al.,2002). Los departamentos Castellanos y Las Colonias,
evidenciaron prevalencias en vacas y rodeos lecheros del orden del 7,7% y 30% para el primero, y
del 4,1% y 15,6% para el segundo respectivamente (Abdala, et al.1999; Abdala et al., 2002). Diversos
factores de manejo y medio ambiente pueden explicar las variaciones de incidencia y prevalencia
entre regiones y entre rodeos de una misma region®’. Morris La participacion de la fauna silvestre
local ha sido poco estudiada en Argentina, comunicdndose aislamientos circunstanciales de M. bovis
en liebres (Lepus europaeus) (Kantor, et al.,1984), jabali (Sus scrofa) (Bernardelli, et al., 2004) y
puma (Puma concolor) en cautiverio (Quse y Falzoni, 2008). Hasta el momento no se han realizado
estudios sistematicos sobre la infeccién de fauna autdctona por M. bovis y su relacion con las especies
de interés pecuario, por tal motivo el objetivo del presente trabajo es determinar si la fauna silvestre
existente en lacuenca lechera de Santa Fe esté infectada con M. bovis.

54



MATERIALES Y METODOS

Localizacion de Rodeos Lecheros

INTA — ESTACION EXPERIMENTAL AGROPECUARIA RAFAELA.
INFORMACION TECNICA DE PRODUCCION ANIMAL 2016

Se seleccionaron 5 rodeos lecheros ubicados en la denominada Cuenca lechera Santa Fe, que

permitieron la captura de animales silvestres en sus predios (Figura 1).
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Figura 1: Ubicacidn de los rodeos lecheros donde se realizaron las capturas de animales silvestres
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Tres de estos rodeos presentaron prevalencias elevadas en sus vacas a la prueba de tuberculina
ano-caudal, variando del 7 al 29% de animales positivos. Los dos restantes tuvieron nuevamente
reaccionantes positivos a tuberculina (2 al 4% sobre el total del rodeo) luego de haber finalizado
ambos un programa de saneamiento de esta enfermedad. En uno de estos dos dltimos rodeos se habia
aislado previamente una cepa de M. bovis a partir de lesiones visibles detectadas en frigorifico en uno
de sus bovinos.

Las labores de muestreo de fauna se realizaron durante los afios 2007, 2008 y primer semestre
del 2009.

Captura de animales

Se procurd la captura de todas las especies de mamiferos silvestres existentes en los predios.
Para tal fin se utilizaron trampas tipo Tomahawk para los roedores pequefos y otra de disefio
semejante, pero de dimensiones superiores para las especies de mayor tamafio. Las trampas se
colocaron en linea, separadas por 2 o 3 metros entre si, en dreas donde naturalmente se refugian los
animales silvestres. Estas incluyeron las zonas perimetrales a las pasturas utilizadas por los bovinos,
donde existia cobertura de arboles y pajonales naturales, en proximidad de instalaciones de ordefio y
en los sitios donde se depositan los bovinos muertos de estos establecimientos.

Los roedores capturados fueron manipulados y sacrificados siguiendo normas estandares para
roedores del Centers for Disease Control and Prevention (Mills, et al., 1995). En el caso de animales
del orden Xenarthra (peludos), Didelphimorphia (comadrejas) y Galactis (hurén) se siguieron las
recomendaciones del CICUAE INTA-CICVyA (CICUAE INTA-CICVyA, 2007), suministrandose
xilazina (Rompun®, Bayer Argentina) IM en dosis de 5 mg/kg de peso como tranquilizante, previo a
la aplicacion intracardiaca del eutanasico (T61®, Intervet Argentina S.A). Las labores de colocacion
de trampas se realizaron en 2-3 periodos de cinco dias por cada establecimiento, entre los meses de
mayo a septiembre. Para la captura de zorros y liebres se recurri6 al empleo de armas de fuego. Se
contd con la autorizacién expresa del Gobierno de la provincia de Santa Fe (Res. 0040/08 Exp. N°
02101-00009273-3).

Las carcasas de los animales se mantuvieron refrigeradas desde su captura-sacrificio hasta su
procesamiento, no superando las 8 horas post-morten.

Toma de muestras en bovinos

Se procur6 el aislamiento de M. bovis en los bovinos de todos los rodeos donde se hicieron
las capturas de animales silvestres, a fin de determinar la cepa/s presentes y spoligotipos (spo). Se
realizaron necropsias en tres de los establecimientos y de solo un bovino en cada uno de ellos. Las
muestras se obtuvieron de las lesiones macroscOpicas compatibles con tuberculosis (TB) cuando se
observaron y de ganglios retrofaringeos y mediastinicos cuando los bovinos no presentaban lesiones.
Las muestras se acondicionaron en recipientes estériles, se refrigeraron inmediatamente después de
su obtencion y se mantuvieron a — 18°C hasta su procesamiento. En el establecimiento donde no se
pudo realizar necropsias, se procur$ el aislamiento de M. bovis a través de hisopados nasales
realizados a un nimero de 10 animales positivos a tuberculina en dos oportunidades. La toma de
muestras se realizd con hisopos estériles construidos artesanalmente e introducidos unos 8-10
centimetros en los ollares de los bovinos y colocados posteriormente en tubos de 50 mililitros de

56



INTA — ESTACION EXPERIMENTAL AGROPECUARIA RAFAELA.
INFORMACION TECNICA DE PRODUCCION ANIMAL 2016

capacidad conteniendo 15 mililitros de buffer fosfato estéril. Estas muestras fueron mantenidas
congeladas a — 18°C hasta su procesamiento en el laboratorio de bacteriologia.

Toma de muestras en animales silvestres

Para todas las especies silvestres se aplicd una rutina de necropsia que consistia en la apertura
de cavidades por linea media, observacidon macroscépica de presencia de lesiones compatibles con
TB en 6rganos. Se tomaron muestras individuales de pulmoén y alicuotas de bazo, higado y rifidn,
colocdndolas en contenedores estériles. En los mamiferos de mayor tamafio se recolectaron ganglios
retrofaringeos, submandibulares, tonsilas y preescapulares. Todas las muestras con destino a
bacteriologia se conservaron a —18°C hasta su procesamiento.

Cultivos bacteriologicos

Las muestras de tejido fueron trituradas utilizando un homogeinizador mecanico (Stomacher
Basic 470, Sedward) y decontaminadas por la técnica de Petroff. Ambos procesos se realizaron
siguiendo la metodologia recomendada por el Manual de Micobacterias de la AAVLD (Jorge et
al.,2005). Posteriormente se sembraron por duplicado en medios de Lowestein—Jensen y Stonebrink.
Los desarrollos en cultivos fueron coloreados con Ziehl Neelsen (ZN) para identificacién morfoldgica
de las micobacterias.

Técnicas moleculares

La identificacion de los aislamientos con tinciéon de ZN positiva como pertenecientes al
Complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT), se realiz6 por la técnica de PCR-IS6110, utilizando
los cebadores: - INS1 CGTGAGGGCATCGAGGTGGC y - INS2 CGTAGGCGTCGGTGACAAA
de acuerdo a lo descripto por Hermans y col. (Hermans et al., 1991).

La tipificaciéon molecular de los aislamientos identificados como pertenecientes al CMT se
efectud utilizando la técnica de Spoligotyping de acuerdo a lo descripto por Kamerbeek y col.
(Kamerbeeket al.,1997).

Anadlisis Estadistico

La busqueda de asociaciones entre aislamiento de M. bovis en comadreja overa y variables
independientes (sexo, prevalencia de infeccién en vacas lecheras, tamafio del rodeo y rodeos
reinfectados (si/no), se efectudé mediante el Test Exacto de Fischer, (OR) e intervalo de confianza del
95%, utilizandose el software SatWin Ep. Scope V. 2.0®.

RESULTADOS

Se capturaron un total de 95 mamiferos obteniéndose el aislamiento de M. bovis en 9
individuos, resultando en una prevalencia de infeccidon del 9,4%. Siete aislamientos se realizaron
sobre comadreja overa (Didelphys albiventris) uno en zorro gris (Lycolapex gimnocercus) y en rata
(Rattus norvegicus). La prevalencia de infeccion en comadrejas result6 del 12,7% (Tabla 1). Ninguno
de los individuospresentd lesiones macroscOpicas compatibles con TB.
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Los aislamientos obtenidos en comadrejas fueron a partir del conjunto de ganglios de cabeza
(n = 4), pulmén (n = 2) y pool de higado, bazo y rifién (n = 1). En el zorro se obtuvo a partir de
nédulos mesentéricos y en la rata de pulmén (Tabla 1).

Tabla 1: detalle de las especies capturadas.

Total Machos | Hembras | Presencia de | Aislamiento | Cantidad de Sitio Spoligotipo
Especie de lesion de individuos anatémico | de M. bovis
Capturas macroscopica M. bovis afectados/sexo del (frecuencia
aislamiento de
aislamiento)
Raton de 4 1 3 no
campo
(Akodon sp.)
Laucha de 3 1 2 no
campo
(Calomys sp.)
Colilargo 2 1 1 no
(Oligoryzomys
sp.)
Rata 9 4 5 no si 19 pulmoén 12 (1)
(Ratus
norvegicus)
Rat6n comin 1 1 no
(Mus
musculus)
Cuis comin 7 4 3 no
(Cavia aperea)
Comadreja 55 23 32 no si 58 Nodulos 12(2), 34 (4)
overa 29 linfaticos de y 122 (1)
(Didelphys cabeza y
albiventris) carcasa;
pulmén y
pool de
higado, bazo
y rinén
Peludo 7 6 1 no - N
Chaetophractus
vellosus
Zorro gris 2 1 1 no si 13 Nodulo 96 (1)
(Lycolapex mesentérico
gimnocercus)
Huron menor 1 - 1 no
(Galictis cuja)
Liebre europea 4 3 1 no
(Lepus
europaeus)
TOTAL 95 45 50 9

No se encontraron asociaciones significativas entre asilamientos y sexo en las capturas de
comadreja overa (p= 0,418), prevalencia de infeccidn en el rodeo de vacas (p = 0,29), el tamaifio del
rodeo (p=0,293). Los rodeos con reinfeccion tuvieron 4 veces mas riesgo de aislamiento de M. bovis
en la fauna silvestre capturada dentro de sus predios que los rodeos infectados (p = 0,045).

La tipificacion molecular de los aislamientos obtenidos de fauna silvestre, permitid la
caracterizacion de los mismos como pertenecientes a la especie M. bovis. Se identificaron 4 spo
diferentes. A partir de 4 comadrejas y una rata se aislo en cuatro ocasiones spol 34 y en tres el spol
12. Se detectd en una sola oportunidad el spo 96 obtenido en el zorro y el 122 proveniente de una
comadreja (Tabla 1).
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En todos los establecimientos involucrados se obtuvo al menos una cepa de M. bovis en alguna
de las especies de animales silvestres capturados (Tabla 2).

Tabla 2: detalle de los rodeos bovinos donde se realizaron las capturas de animales silvestres.

Rodeo | % de bovinos | Necropsia Lesiones Hisopados | Aislamiento | Spoligotipos | Aislamiento en
reaccionantes | de bovinos/ | macroscopicas nasales en bovinos aislados en | fauna silvestre
positivos a inspeccion compatibles bovinos (cantidad y
tuberculina frigorifico con TB en especie)
AC bovinos
29 vacas en Si - no si no - Si
1 lactancia necropsia (1 zorro)
Reinfeccion Si - si no si 21 Si
2 4 rodeo total frigorifico (3 comadrejas)
13 vacas en Si - no si no - Si
3 lactancia necropsia (1 rata)
Reinfeccion no - si no - Si
4 2 % rodeo (3 comadrejas)
total
7,3 % vacas Si - si no si 98 Si
5 en lactancia necropsia (1 comadreja)

Se realizaron necropsias de bovinos en 3 de los 5 establecimientos, observandose lesiones
macroscOpicas de TB en un animal y obteniéndose aislamiento (Tabla 2). Los intentos realizados en
obtener mas aislamientos, utilizando la técnica de hisopados nasales sobre bovinos positivos a
tuberculina, no produjeron resultados positivos. Los M. bovis aislados de estos establecimientos
correspondieron al spo 21 para el establecimiento 2 (obtenido en frigorifico) y spo 98 para el
establecimiento 5 (Tabla 2).

DISCUSION

El aislamiento de M. bovis en fauna autoctona de Argentina esta en relacién con la capacidad
de M. bovis de infectar a un amplio rango de hospedadores(Delahay et al., 2002; O’Reilly et al.,
1995).

La infeccion en especies de carnivoros y omnivoros parece ocurrir como consecuencia de la
presencia de la infeccién en bovinos u otros rumiantes (Bruning-Fann et al.,1998; Defra, 2011;
Delahay et al., 2007; Renwick et al., 2006; Schmitt et al., 1997; Serraino et al., 1999; Witmer et al.,
2010).

La prevalencia de infeccion por M. bovis del 9,4% detectada sobre el total de animales
silvestres capturados es elevada, debiendo estar relacionada a los altos niveles de infeccién que
presentaban los rodeos bovinos que cohabitaban con ellos. Infecciones elevadas (> 4 %) también
fueron observadas en carnivoros y omnivoros en un area donde existe un huésped silvestre de
mantenimiento como es el ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus) (Witmer et al., 2010) en el
estado de Michigan, USA (Bruning-Fann et al., 1998).

La prevalencia de infeccion (12,7%,) por M. bovis obtenida en comadrejas overas
(Didelphisalbiventris) fue superior a la descripta en comadrejas de Norteamérica (Didelphis
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virginiana), las cuales adquieren la infeccion por consumo de despojos de ciervos de cola blanca (O.
virginianus) y donde tampoco presentaron lesiones visibles o sospechosas de TB (Bruning-Fann et
al., 1998; Witmer et al., 2010).

El aislamiento de M. bovis en animales silvestre sin lesiones visibles ha sido reportado tanto
en especies consideradas como reservorios (Clifton-Hadley et al., 1993), como de hospedadores
finales (Bruning-Fann et al., 1998; Delahay et al., 2007; Lugton et al.,1997). Esta falta de
identificacion de lesiones en animales silvestres infectados puede deberse a varios factores como ser
la metodologia utilizada en las necropsias y muestreos y los relacionados con la virulencia de la cepa
de M. bovis, la resistencia natural del huésped, la especie y la edad del animal (Gavier-Widen et al.,
2009).

El aislamiento de M. bovis en ratas (Rattus norvegicus) fue comunicado previamente en dos
relevamientos de fauna silvestre, publicados en 1982 (Little et al., 1982) y en el 2002(Delahay et al.,
2002) correspondiente a las areas endémicas del sur del Reino Unido como el Dorset y Gales, donde
se informaron niveles bajos de infeccion del orden 2,2% y 1,2% respectivamente. Se considera a esta
especie como muy resistente a la enfermedad ya que la inoculacién experimental con dosis altas de
M. bovis no produce desarrollo de lesiones (Delahay et al., 2002; Little et al., 1982). Esto hace de la
rata un hospedador poco probable de transmitir la infeccion a otras ratas o especies de animales,
siendo poco probable que ocurra la excrecion de M. bovis (Little et al., 1982).

El hallazgo de la infeccidon en uno de los dos zorros capturados es coincidente con otros
trabajos del Reino Unido (Delahay et al., 2002; Delahay et al., 2007; Little et al., 1982) y USA
(Bruning-Fann et al., 1998; Bruning-Fann et al., 2001) en los que también se obtuvo M. bovis de
zorros. En estos casos los aislamientos de M. bovis se obtuvieron siempre a partir de linfon6dulos
como los faringeos, mediastinicos, bronquiales y mesentéricos, los cuales en su mayoria eran sin
lesiones visibles (Bruning-Fann et al., 2001; Delahay et al., 2002; Delahay et al., 2007; Little et al.,
1982). La actividad de consumir carrofia de estos animales, hace que la principal via de ingreso de la
infeccidn sea la digestiva, al consumir despojos de los animales reservorios de TB presentes en su
medio ambiente (Bruning-Fann et al., 2001; Delahay et al., 2007; Little et al., 1982; O"Brien et al.,
2006; Witmer et al., 2010). La via digestiva puede ser una via de excrecién de M. bovis en los zorros
a pesar de no encontrarse lesiones macroscopicas en estos animales, esta incertidumbre en el
desarrollo de lesiones indicaria que el riesgo de transmision a los bovinos no parecia ser alto (Delahay
et al., 2007). La baja cantidad de zorros obtenidos en el presente trabajo, se debid a las dificultades
que la captura de esta especie presenta en la provincia de Santa Fe al no estar legalizada su caza,
impidiendo de esta manera poder contar con ayuda de cazadores deportivos, lo cual hubiera permitido
obtener mayor nimero de muestras, para determinar con mayor justeza el peso de la infeccion en la
especie.

Los aislamientos obtenidos en comadrejas overas a partir de ganglios de la cabeza (4/7) y de
pool de 6rganos como bazo, higado y rifion (1/7), indicaria que la via digestiva podria ser la principal
via por la cual las comadrejas adquieren la infeccion, estando en consonancia con su capacidad de
alimentarse de carrofia. La localizacion en pulmoén de M. bovis (2/7) es otra de las vias probables de
entrada de la bacteria en esta especie, requiriéndose un estrecho contacto entre comadreja y el animal
infectado excretor. La comadreja es un animal nocturno que merodea las instalaciones rurales en
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bisqueda de alimento, la interaccién con bovinos puede darse en estos espacios o bien en la
proximidad de su habitat, que, para el caso de los rodeos lecheros seleccionados, fueron las estrechas
arboledas y pajonales ubicados contiguos a los alambrados perimetrales de las pasturas. Otra posible
explicacion del aislamiento de M. bovis en pulmén de esta especie, puede deducirse de su
comportamiento. Estos animales son principalmente solitarios y de caricter agresivo entre
congéneres, siendo esta conducta bien pronunciada entre machos. Durante la época de apareamiento
las hembras suelen ser agresivas con los machos, pero estos no responden la agresion'®. Es probable
que durante estos contactos ocurra la eliminacién de aerosoles por parte de individuos afectados,
trasladando de esta manera la infeccién a otro. En el presente trabajo las infecciones se detectaron
mayoritariamente en machos, pero sin peso estadistico (p=0,418). Esta ruta de los aerosoles se mostrd
eficaz en infecciones experimentales en comadrejas de Norteamérica (D. virginiana), lograndose el
desarrollo de lesiones, particularmente en pulmones (Fitzgeral et al., 2003). Esta susceptibilidad al
M. bovis de comadrejas muy semejantes a las de América del Sur fue comprobada también por otras
vias como la digestiva e intramuscular (Fitzgeral et al., 2003). La eliminacién de M. bovis fue
evaluada en materia fecal, resultando que muy pocos animales eliminaban la bacteria por esta via,
independientemente de la ruta y dosis utilizada para establecer la infeccion (Diegel et al., 2003;
Fitzgeral et al., 2003).

La no observacion de lesiones visibles a pesar de los aislamientos en varios individuos de
comadrejas, harfa suponer de una lenta evolucién de la enfermedad cuando la infeccién ocurre
naturalmente en la especie, sin afectar la condicion corporal de los individuos. En forma similar la
condicién corporal como el comportamiento no parecié estar afectados en las comadrejas originarias
de Norteamérica que desarrollaron lesiones en las inoculaciones experimentales, aunque estos
animales no sobrepasaron los 90 dias post-inoculacién ya que fueron sacrificados (Fitzgeral et al.,
2003). Debido a la semejanza entre ambas comadrejas D. virginiana y D. albiventris, ya que
pertenecen al mismo género junto con otras especies mas dentro del continente americano (Wilson &
Reeder 2005), es de esperar una susceptibilidad similar de la comadreja sudamericana D. albiventris
al M. bovis. En el estado de Michigan (USA) se considera a D. virginiana como un probable
hospedador circunstancial o “spillover hosts” de M. bovis y que, si bien puede ser un potencial
reservorio, no jugaria un rol mayor en la transmisién del organismo a los ciervos y bovinos (Diegel
et al., 2002; Fitzgeral et al., 2003). Estos antecedentes también permitirian formular la hipdtesis que
la especie D. albiventris podria ser otro hospedador circunstancial o “spillover hosts” de M. bovis.

Los spo obtenidos en los dos aislamientos realizados de bovinos (21 y 98), no se
correspondieron con los aislados en los animales silvestres. Esto es debido a las pocas oportunidades
que se tuvo de realizar necropsias en los bovinos y obtener material para cultivo. El uso de hisopados
nasales como método para obtener aislamientos de M. bovis a partir de bovinos vivos y positivos a la
PT, no se mostr6 competente para tal fin por lo menos en este trabajo. Ambos spo han sido
previamente detectados en aislamientos de bovinos en Argentina, siendo el spo 21 el segundo en
frecuencia a nivel nacional (Zumarraga et al., 1999).

Los patrones de spo 34 (4/9) y 12 (3/9) de M. bovis obtenidos de seis ejemplares de comadrejas
y en la rata, también registran numerosas notificaciones de aislamiento en los bovinos de Argentina,
encabezando este ranking el spo 34 que agrupa al 45% de los mismos (Cataldi et al., 2002; Zuméarraga
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et al., 1999; Zumarraga et al., 2005). En la provincia de Santa Fe, estos ocupan el primer y tercer
lugar en frecuencia de aislamientos sobre bovinos (Zumarraga, comunicacién personal). El spo 96
obtenido del zorro es el segundo aislamiento registrado en el pais ya que el primero fue realizado
sobre un puma en cautiverio (Traversa comunicacion personal). Por otra parte, éste se diferencia del
spo 12 por la ausencia de un sdlo espaciador (el n° 35) estando ambos patrones relacionados en un
98,6% (Figura 2). Esto seria un posible indicador que el spo 12 habria sido el precursor del spo 96,
originado mediante la pérdida del espaciador 35. Cabe destacar que segun la teoria evolutiva de las
micobacterias del Complejo M. tuberculosis propuesta por Brosh y col. (Brosch et al., 2002), la
misma habria sido unidireccional en el sentido de pérdida de material genético en forma progresiva.
En el mismo marco evolutivo, el spo 98 habria derivado del spo 34 por la pérdida del espaciador 23
(Figura 2).

Figura 2: Dendrograma y matriz de similitud que muestran la relacién entre los spoligotipos de M.
bovis aislados de los animales silvestres y de los bovinos y las cepas de referencia M. bovis BCG y
M. tuberculosis H37Rv.
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El spo 122 obtenido de una comadreja es un patrén tnico y exclusivo tanto de hospedador
como de pais (Argentina), no habiéndose detectado en otra especie o pais, no estando registrado en
la base de datos internacional http://http://www.mbovis.org. Este spo se diferencia del spo 21 por la
ausencia de los espaciadores 22, 28 y 29 (Figura 2).

Spo12 100

MbBCG 100 100

Spo21 4 936 986 100
Spo 96 * 986 986 911 100

l‘
|
I
I
“ Spo122 & 99 B9 %4 23 100
I

Spo98 + 06 %06 921 889 %7 100
Spod4 * ©23 03 N8 W6 85 %3 100
W wearry 06 86 789 817 75 697 76 10

Esta correlacion entre los spo circulantes en los bovinos de Argentina y los obtenidos en los
animales silvestres objeto de captura, indica el pasaje de la infeccion de estos a las especies silvestres
en una de las zonas lecheras mas importantes de la Argentina.

CONCLUSIONES

Las especies autoctonas de comadreja overa, zorro gris y rata son susceptibles a adquirir la
infeccion de M. bovis, cuando comparten habitat con bovinos con alto nivel de infeccion. La presencia
de spol de M. bovis en fauna silvestre detectados previamente en bovinos demuestra la transmision
desde el bovino hacia los otros hospedadores.
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Debido a los aislamientos obtenidos en comadreja overa, puede considerarse a esta especie
como probable hospedador circunstancial o “spillover hosts” de M. bovis. Sin embargo, la
importancia que la infeccién hallada en esta especie silvestre pueda tener sobre los programas de
control y erradicacion de la TBb vigentes en esta region de Argentina, se conocera cuando los niveles
de infeccidn de los rodeos bovinos decrezcan notoriamente.
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VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE SISTEMAS DE PRODUCCION

LECHEROS CONFINADOS VS. PASTORILES
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En un analisis de la evolucioén histérica de la rentabilidad de los sistemas agropecuarios en el
sur de Santa Fe, Ramirez y col. (2007) concluyeron que el sostenimiento de los sistemas
agropecuarios depende de la diversificacion productiva, la cual mediante sistemas mixtos de alta
productividad permite aprovechar las oportunidades futuras que presenten los mercados. Por lo tanto,
la implementacidén de planteos agricolo-ganaderos requeriréa de la intensificacion de los tambos, que
mediante un mejor uso de los recursos disponibles (suelo, pasturas, animales, personal) permitiria
hacer frente a la incertidumbre econémica generada por la volatilidad de los mercados y/o por las
politicas nacionales a la exportacion.

Por esta razén y aunque la informacioén local acerca de los sistemas estabulados es escasa, el
confinamiento de las vacas lecheras en nuestro pais esta recibiendo actualmente particular atencion.
Paraddjicamente, en Estados Unidos (EUA), donde los sistemas estabulados basados en el uso de
raciones totalmente mezcladas (TMR, por sus siglas en inglés) son muy populares, la utilizacién del
pastoreo en la alimentacion del ganado lechero ha sido fuertemente considerada en los tltimos afios.
La razén de este fendmeno esta esencialmente asociada a la necesidad que tienen los productores
estadounidenses de reducir los costos de produccién, principalmente del alimento y de la mano de
obra, los cuales representan, en conjunto, mas del 50 % de los mismos. Sobre este aspecto, se mostro
con un alto grado de asociacién, que el costo de producir un litro de leche se incrementa
significativamente a medida que disminuye la proporcién de pastura en la dieta y que, ademas, los
sistemas confinados demandan mas mano de obra que los sistemas pastoriles. Es por esto que en EUA
el pastoreo rotativo es un sistema de alimentacién atractivo para muchos productores que buscan
reducir los costos fijos de produccién para poder mantenerse en el negocio.

Actualmente, algunos investigadores sostienen que la intensificacion extrema mediante el uso
de TMR, llevaria no sélo a la pérdida de las ventajas competitivas que tiene el pasto para producir
leche a un bajo costo sino que también produciria el alejamiento de los potenciales mercados
diferenciados que buscan leche y/o productos lacteos de vacas alimentadas sobre pasturas por su
mayor contenido de 4cido linoleico conjugado (Dillon y col., 2008), el cual es considerado un potente
anticancerigeno.

Es de destacar que las vacas lecheras de alto mérito genético no pueden alcanzar su maximo
potencial de produccidn unicamente en base al consumo de pasto (Kolver y Muller, 1998). Por lo
tanto, las mismas requieren del suministro diario de concentrado energético para cubrir la demanda
nutricional debida a la produccién de leche. Estudios para determinar el nivel 6ptimo de concentrado
energético en la dieta que permita maximizar la produccion de leche sin afectar el funcionamiento
ruminal de las vacas lecheras que pastorean praderas de alfalfa de alta calidad, fueron realizados
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durante la primavera del afio 2008 y 2009 en el tambo experimental de INTA Rafaela. Los resultados
preliminares indican que el umbral de suplementacién que maximiza la producciéon de leche, sin
afectar la salud del rodeo, es de 7 Kg de balanceado con una proporcién de 70% de maiz. Debido a
que por encima de un determinado nivel de suplementacidn la respuesta productiva por cada unidad
adicional de suplemento es menor (Garcia y Fulkerson, 2005), niveles muy altos de suplementacién
podrian no resultar en una mayor rentabilidad. De esta manera, los estudios realizados buscaron
optimizar no sélo el uso de recursos sino también la eficiencia del sistema.

Para muchos productores estadounidenses la decision de adoptar el sistema pastoril esta
también influenciada por otras ventajas, entre las cuales se incluyen:

* La mejor salud del rodeo: la exposicion al piso de concreto durante el confinamiento
incrementa los problemas de locomocion del ganado lechero. En general, el pastoreo es
reconocido como un sistema mas favorable para la salud de las patas y pezuiias del rodeo. Por
otro lado, los sistemas pastoriles presentan menor incidencia de mastitis (24,2%) que los
sistemas confinados (42,8%) (Washburn y col., 2002). Consecuentemente, las pérdidas de
vacas por descarte y muerte debido a mastitis se incrementan con el confinamiento.

* EIl menor capital requerido: la decision estratégica es aquella que enmarca una explotacion
agropecuaria dentro un sistema de produccion definido. Por lo tanto, este tipo de decisioén
requiere un alto grado de reflexion y juicio por parte de quienes deciden el destino de un
negocio. En comparacion con el sistema pastoril, un tambo estabulado requiere una gran
inversion de capital (instalaciones, maquinarias, sistema de manejo de efluentes, etc.) que
podria convertirse en capital perdido si el negocio no funciona y la capital tierra es vendido.

* El beneficio sobre la calidad de vida: el confinamiento requiere de tareas extras como, por
ejemplo, limpieza y mantenimiento de las instalaciones para estabulacion, recoleccién y
manejo de la bosta de los corrales, preparacidon y suministro de dos TMR por dia, etc. De esta
manera, muchos productores ven al tambo estabulado como un sistema con alta demanda de
horas-hombre que reduce el tiempo libre para descanso y recreacidon que hacen a la calidad de
vida.

Otro sistema de alimentacion, que también incluye el uso de pasturas, es la combinacion de la
TMR y el pastoreo, lo cual se conoce como raciones parcialmente mezcladas (PMR, por sus siglas en
inglés) debido a que la pastura no es una parte fisica de la TMR. Este sistema de alimentacion semi-
confinado, permite que aquellos productores que apostaron por el sistema totalmente estabulado
abaraten el costo de la dieta y mejoren la salud del rodeo. Actualmente, en INTA Rafaela, los autores
de este articulo estan evaluando esta alternativa de alimentacion.

La informacién disponible hasta la fecha sobre el impacto del confinamiento del ganado
lechero alimentado con TMR, en relacion a otros sistemas de alimentacion, sobre la produccién de
leche (Kg/dia), el consumo de materia seca (CMS, Kg MS/vaca/dia) y la eficiencia de conversion
(EC, Kg Leche/Kg CMS) se resume en la Figura 1.
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Figura 1. Efecto de la racién totalmente mezclada (TMR) sobre el consumo de materia seca (CMS,
Kg MS/vaca/dia), la produccion de leche (Kg/dia) y la eficiencia de conversion (EC, Kg Leche/Kg
CMS). Las respuestas sobre las variables productivas fueron evaluadas a partir de las siguientes
comparaciones: TMR vs. PMR (racién parcialmente mezclada, ©), TMR vs. Pastoreo suplementado
con concentrado energético (0) y TMR vs. Pastoreo sin suplementacién energética (A). Las
diferencias porcentuales para la produccién de leche y EC fueron obtenidas como sigue: [(TMR -
dieta x)/dieta x] x 100.

En la Figura 1 se muestra que, en comparacién a otros sistemas de alimentacion, las vacas
lecheras confinadas y alimentadas con TMR incrementaron la produccién de leche en un rango del 5
al 55%. En términos generales, este incremento se asoci6 a un aumento del CMS. En comparacidn a
este ultimo sistema de alimentacién, el CMS fue menor (- 3,8 Kg a - 6,7 Kg) para las vacas
alimentadas en sistemas pastoriles con o sin suplementacion energética, e igual o menor (- 1,5 Kg a -
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5,4 Kg) para los animales en sistemas semi-confinados alimentados con PMR. En general, y en
relacion a los otros sistemas de alimentacion revisados en este trabajo, las TMR mejoraron la EC en
un rango de 5,17% a 16,25%. Sin embargo, también se registraron disminuciones en la EC de hasta
17,1% para las vacas alimentadas con TMR con respecto a aquellas alimentadas con PMR. Dentro de
cada grupo de comparaciones, se detecté una amplia variacién en la respuesta a las TMR. Este
fenémeno podria estar relacionado al potencial productivo de las vacas utilizadas (mérito genético),
es decir a la capacidad de derivar los nutrientes consumidos principalmente a la produccién de leche
en lugar de destinarlos a reservas corporales, y/o a la diferente respuesta del animal a una dieta
determinada (interaccidon genotipo-ambiente). En este sentido, se demostrd que en condiciones de
pastoreo, las vacas Holando Neocelandés (HN) tuvieron una mayor EC (3,4%) que la contraparte
Americana (HA), mientras que en condiciones de confinamiento y alimentadas con TMR, las vacas
HA fueron més eficientes (2,3%) que las vacas HN (Kolver y col., 2002).

Con respecto a este ultimo punto, investigadores australianos (Fulkerson y col., 2008)
realizaron un estudio de sistemas de 5 afios de duraciéon comparando la productividad de vacas de alto
(59 a 63 % de genes americanos) y bajo (17 a 20 % de genes americanos) mérito genético para
produccién de leche en un sistema predominantemente pastoril, suplementadas con tres niveles de
concentrado y encontraron una interaccion genotipo-ambiente (nivel de concentrado) significativa.
Asi, la respuesta de las vacas, en términos de produccion de leche, grasa y proteina al nivel de
concentrado aument6 y el comportamiento reproductivo disminuyd con el incremento del mérito
genético. Estos resultados coinciden con los publicados por investigadores irlandeses (Dillon y col.,
2006) en una revision bibliografica sobre las consecuencias de la selecciéon por mayor nivel de
produccién en sistemas lecheros basados en pasturas, abarcando un periodo de 14 afios (1990-2003).
Los autores sostienen que este criterio de seleccion, el cual estd generalmente acompafiado con un
incremento de la proporcion de genes Holstein Americano, estd asociado con mayores niveles de
produccién individual, menores notas de condicion corporal, mayores respuestas a la suplementacion
con concentrados y reducidos indices de fertilidad y supervivencia. Estas conclusiones concuerdan
con las de Kadarmideen (2004), quien estim6 los parametros genéticos y fenotipicos para nota de
condicién corporal (CC), dias a primer servicio, tasa de no retorno, recuento de células somaticas
(CCS), produccion de leche (305 dias), grasa y proteina, utilizando 8930 registros de lactancias de
vacas (hijas de 243 toros diferentes) en 1830 rodeos pertenecientes a la Asociacidon Holstein de Suiza
y observé una correlacion genética antagénica entre produccion de leche vs. fertilidad, nota de CC y
CCS, lo cual demuestra que la seleccidon por produccién solamente llevaria a una disminucion del
mérito genético para estos caracteres funcionales.

Finalmente, los investigadores australianos e irlandeses concluyen que la existencia de
interacciones genotipo-ambiente sugiere que el germoplasma seleccionado en el futuro deberia
testearse dentro del sistema de produccidn en el cual serd utilizado y que de continuar incorporando
genética americana, los productores deberan aumentar los niveles de suplementacion con
concentrados y/o abandonar el servicio estacionado, lo cual redundaria en incrementos de los costos
de produccién de leche.

En consecuencia, de lo discutido en el parrafo precedente, surge la siguiente reflexién: ;En
Argentina, qué camino deberiamos seguir: ;modificar los sistemas de produccion, adaptindolos al
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creciente potencial genético-productivo de las vacas (por la importacion de semen Holstein
Americano) o buscar la genética ajustada a nuestros sistemas productivos? Segun el Dr. Hector
Molinuevo, este ultimo seria “un desafio razonable con altas posibilidades de éxito” (Molinuevo,
2001).

Segin White y col. (2002) si bien la produccién de leche obtenida bajo pastoreo y con
suplementacion energética es significativamente menor que la produccion de vacas confinadas y
alimentadas con una dieta TMR, existen variables que hacen al sistema pastoril econémicamente
competitivo. Estas variables incluyen el menor costo de la dieta base pastura (31%), la menor
incidencia de mastitis y la reduccién en la mano de obra e instalaciones requeridas (por ejemplo; para
el manejo y tratamiento de los efluentes). Es decir, los menores costos de produccién asociados al
pastoreo son mas que suficientes para compensar la menor produccién de leche y mantener o mejorar
la rentabilidad con respecto al sistema confinado basado en TMR. A partir de un andlisis de
sensibilidad también se demostrd que en escenarios de bajo precio de la leche y de alto costo del
alimento (situaciones no poco frecuentes), incrementos en la produccion de leche de hasta un 36% en
vacas de alta produccién (45 L/dia) confinadas y alimentadas con TMR, no fueron suficientes para
revertir la mejor rentabilidad a favor del sistema pastoril (Tozer,y col., 2003).

Es importante aclarar que en estos anélisis no se tiene en cuenta la posibilidad de liberar
superficie para la agricultura que brindarian los sistemas estabulados. Al respecto la informacién es
escasa. Resultados preliminares de una experiencia llevada a cabo en el pais (Totoras, Sta. Fe),
indican que este valor rondaria el 25%.

Finalmente, de la informacién presentada surge la pregunta: ;Qué sistema de produccion
garantiza la sustentabilidad a los pequefios y medianos productores y los ayuda a mantenerse en el
negocio a través del tiempo? Si la respuesta es un sistema de produccion “minimalista”, es decir, un
sistema que optimice la respuesta animal con la minima inversion posible, entonces el pastoreo no
puede quedar de lado.
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INTRODUCCION

La competencia de la agricultura por el uso de la tierra y su consecuente aumento de valor ha
generado interrogantes sobre la continuidad de los sistemas ganaderos con alternativas de dedicarse
a la actividad agricola, convertirse a sistemas mixtos o implementar estrategias que permitan
aumentar la produccion y ser mas eficientes en el uso de la tierra.Este contexto genera una demanda
creciente de informacién sobre sistemas de alimentacion intensificados, que incluyan estrategias de
confinamiento parcial o completo en reemplazo del pastoreo.

Los sistemas de produccién de leche tienden a la intensificacidn con distintas variantes. Una
de ellas consiste en la estabulacion completa y el reemplazo total del pastoreo por raciones
equilibradas llamadas raciones totalmente mezcladas (TMR, por sus siglas en inglés). Entre las
principales ventajas atribuidas a este sistema de alimentacion se destacan la de permitir la expresion
del potencial de produccién de leche en vacas de alto mérito genético, pero como contrapartida, los
costos de produccion suelen ser altos, principalmente de alimentacién y mano de obra, los cuales
representan en conjunto mas del 50% de los mismos (Short, 2004). Otra alternativa a la intensificacion
es la combinacién de TMR y pastoreo, lo cual se conoce como raciones parcialmente mezcladas
(PMR, por sus siglas en inglés) debido a que la pastura no es una parte fisica dentro de las TMR. Este
sistema de alimentacién semi-confinado podria ser una alternativa titil para los productores lecheros
que evaldan la transicién hacia la adopcidén de sistemas confinados. El uso de la pastura como parte
de la dieta reduciria los costos de las TMR y mejoraria la salud (problemas podales y mastitis) del
rodeo (Soriano et al., 2001).

Estudios conducidos en EEUU comparando sistemas confinados vs. pastoriles (con o sin
suplementacidén) mostraron consistentemente reducciones en el consumo de materia seca (MS), en la
produccion de leche, en el peso vivo(PV) y en la condicidn corporal (CC) para los sistemas basados
en pasturas (Vibart y col., 2012), sin efectos significativos sobre la eficiencia reproductiva (Washburn
y col., 2002). Sin embargo, la mayoria han sido de corta duracién. Pocos estudios comparativos de
largo plazo o de lactancia completa han sido conducidos en el extranjero (White y col., 2002;
Fontaneli y col., 2005) y ninguno en el pais.

En el presente articulo se presentan resultados obtenidos a partir de un ensayo realizado en el
tambo experimental de la EEA Rafaela del INTA, cuyo objetivo fue evaluar los efectos de dos
sistemas de alimentacion (confinado vs. pastoril con suplementacion) sobre la respuesta productiva y
el desempefio reproductivo de vacas lecheras en un ensayo de larga duracién. Adicionalmente, se
evaluo la viabilidad econémica de los 2 sistemas utilizando indicadores simples.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 50 vacas Holando Argentino de paricion otofial (34,3+4,4 kg leche, 586,6+59,4
kg PV y 52,6%16,4 dias de lactancia al inicio) en un ensayo de 27 semanas. Todas las vacas fueron
equipadas con transpondedores en el cuello que servian para registrar la produccion diaria de leche y
asignar concentrado de manera individual en la sala de ordefio (ALPRO versién 6.60/ DeLaval,
Tumba, Suecia).

Durante las 3 semanas previas al inicio del ensayo (covariable), las vacas recibieron la dieta
control (100% TMR) y luego fueron asignadas aleatoriamente en partes iguales a uno de 2
tratamientos (sistemas de alimentacién) en 10 grupos (corrales) de 5 animales cada uno (5
grupos/tratamiento): Sistema confinado: 100% TMR sin acceso a pastura (TMR_100) y Sistema
pastoril con suplementaciéon: 75% TMR + 25% verdeo de avena (Av) durante otofio-invierno
(PMR_75) y pastura de alfalfa (Al) + concentrado (7,0 kg cab™! dia!) durante la primavera (P+C). El
Sistema pastoril con suplementacion se defini6 en base a los resultados de ensayos previos realizados
por el grupo de trabajo, cuyo objetivo fue generar estrategias de suplementacidn para sistemas
pastoriles mejorados ajustadas por tipo de suplemento (concentrado o TMR) segtin época del afio
(primavera u otofno-invierno) a fines de mejorar la respuesta productiva del rodeo (Salado y col.,
2011a; Salado y col., 2011b; Salado y col., 2012a; Salado y col., 2012b).

Para la formulacién de la TMR se utilizo el programa NRC dairy cattle (2001) tomando como
modelo una vaca de 600 kg de peso vivo que produce 40 kg de leche con una concentracién de 35
g/kg de grasa y 116 g/kg de solidos totales y que no gana ni pierde peso. Para el suministro de la
TMR las vacas se alojaron en un drylot de 48 m de frente x 70 m de largo, dividido en 10 corrales de
igual superficie. La racién fue distribuida en dos ofertas diarias a las 6 am y 4 pm: 50%/50% y
80%/20%, para TMR_100 y PMR_75, respectivamente. Las vacas del grupo PMR_75 permanecieron
en los corrales de alimentacion hasta que finalizaron el consumo de la cantidad preestablecida de
TMR (12 h/dia) y luego fueron conducidas a la parcela de pastoreo. Se empled un sistema de pastoreo
rotativo en franjas diarias con una asignacién de pastura (Av y Al) no limitante del consumo. El
remanente de pastura dejado por el “rodeo ensayo” fue aprovechado con otro rodeo. La racién del
grupo TMR_100 fue ajustada en funcidén de los requerimientos al comienzo de la segunda mitad de
la lactancia.

La TMR de otofo-invierno (51,1% MS, 17,7% proteina bruta - PB, 35,4% fibra detergente
neutro - FDN y 70,3% digestibilidad in vitro de la MS - DIVMS) estuvo compuesta (% MS) por silaje
de maiz planta entera (37,1%), concentrado peletizado (19,2%), grano de maiz molido (5,3%), pellet
de soja (9,7%), semilla de algoddn (6,7%), poroto de soja (8,1%) y heno de alfalfa (14,0%). La TMR
de primavera (49,4% MS, 16,4% PB, 37,8% FDN y 71,5% DIVMS) estuvo compuesta (% MS) por
silaje de maiz planta entera (42,6%), concentrado peletizado (16,1%), grano de maiz molido (6,0%),
pellet de soja (8,8%), semilla de algodén (5,2%), poroto de soja (2,6%) y heno de alfalfa (18,7%). La
mitad del concentrado (90,0% MS, 18,3% PB, 18,4% FDN y 88,5% DIVMS) ofrecido a cada
tratamiento se suministrd con la TMR y la mitad restante en la sala de ordefio. La composicidn
quimica de Av y Al (promedio*desvio estindar) fue 19,6%1,6% y 22,4+1,5% MS, 22,0+£2,6% y
26,8+2,8% PB, 50,7£5,3% y 40,6%4,2% FDN, 82,7%£1,8% y 76,0£3,5% DIVMS, respectivamente.
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Semanalmente se estimé la disponibilidad forrajera (kg MS ha!') por el método de corte con
tijera manual a ras del suelo, cortando una superficie total de 1 m? en cada muestreo (sobre la base de
esta estimacion se fijo el drea de las franjas diarias segiin la asignacion establecida) y se tomaron
muestras representativas de la TMR, de los ingredientes que la componen, del concentrado
experimental y de la pastura. Estas tltimas se obtuvieron en el horizonte de pastoreo en forma manual
simulando la selectividad de la vaca (hand-plucking) (Meijs y col., 1982). La produccién de leche fue
medida en forma individual y diaria durante todo el periodo experimental. La composicion de la leche
se evalud a partir de muestras individuales tomadas quincenalmente. Se tomaron dos submuestras de
leche a cada vaca en ordefios consecutivos (mafiana y tarde), confeccionando luego una muestra tinica
individual ponderada por la produccidn respectiva. Cada 3 semanas, luego del ordefio de la mafiana,
se registraron el PV y la CC usando una escala de 5 puntos (1= excesivamente flaca y 5=
excesivamente gorda) con incrementos de 0,25 (Wildman y col., 1982) y se obtuvieron muestras de
sangre por puncidon de vena coccigea. Se realizaron 4 determinaciones de consumo de MS total por
repeticion (Julio, Agosto, Septiembre y Octubre), seglin metodologia descripta por Gallardo y col.
(2005). EI rodeoexperimental fue inseminado a tiempo fijo al inicio de la temporada de servicio
(Mayo-Julio) y posteriormente, en el retorno, con deteccidn de celo. El diagndstico de gestacion se
realiz6 a través de ultrasonografia transrectal a los 30 y 60 dias de comenzado el servicio.

Las variables cuantitativas se analizaron segtin un modelo con observaciones repetidas en el
tiempo ajustado por covariable, considerando 2 periodos: otofio-invierno (Periodo I) y primavera
(Periodo II), usando al animal como unidad experimental (proc. MIXED de SAS, 1999). Los datos
de consumo de MS fueron sometidos a ANOV A para 2 tratamientos con 5 repeticiones. Las variables
cualitativas se analizaron mediante diferencia de proporciones (InfoStat, 2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Tabla 1 se observa que la mayoria de las variables de produccién y composicion de leche
analizadas resultaron significativamente mayores en TMR_100 para los dos periodos, excepto el tenor
de grasa durante el Periodo I que resulté similar entre tratamientos. A su vez, el consumo de MS
(CMS) total resulto significativamente mayor en TMR_100, mientras que la eficiencia de conversion
(EC, kg Leche kg MS™!) result6 similar entre tratamientos para el Periodo I y mayor en P+C para el
Periodo 1II.
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Tabla 1. Produccién y composicién de leche, consumo de MS vy eficiencia de conversion segun
periodos y tratamientos.

Tl Periodo I Probabi.lidad1 Periodo IT Probabi.lidad1
TMR_100 | PMR_75 | Tratamiento TMR_100 P+C Tratamiento
Leche, kg dia™! 33,7 32,3 sl 28,8 27,8 sl
LGC4%, kg dia’! 33,4 31,6 ke 28,3 25,1 sk
Grasa, kg dfa’! 1,33 1,24 ok 1,10 0,92 sl
Grasa, % 3,95 3,84 NS 3,87 3,30 sl
Protefna, kg dfa’! 1,19 1,13 ok 0,99 0,93 sl
Proteina, % 3,53 3,47 ok 3,42 3,31 ke
Lactosa, % 5,04 4,99 ok 4,95 4,38 sl
CMS total, kg dia’! 26,8 25,6 sk 24,5 22,1 sk
EC
kg Leche kg MS™! 1,26 1,27 NS 1,18 1,26 Hk
Kg LGC4% kg MS! 1,24 1,24 NS 1,15 1,14 NS

"Efecto tratamiento: *** (altamente significativo, p[10,01), ** (significativo, 0,01 p[10,05) y NS (no significativo,
p>0,1). LGC4%= leche grasa corregida al 4%. EC= eficiencia de conversion.

Estos resultados sugieren que los efectos favorables del sistema confinado (TMR_100) sobre
la produccidn de leche estarian asociados a un mayor CMS. En este sentido, Kolver (2003) indic6
que en vacas de alto mérito genético el 61% de la diferencia en produccion entre un sistema puramente
pastoril y uno confinado con suministro de TMR se explicaria por el mayor CMS de la TMR, mientras
que la caminata y actividad de pastoreo y la eliminacién de urea explicarian s6lo el 24% y el 12%,
respectivamente. En linea con lo expresado, a partir de una revision bibliografica, se demostrd que a
medida que aumenta la complejidad del sistema de alimentacidn (pastoreo + concentrado energético
< semi-confinado [pastoreo + TMR] < confinado [TMR]) aumenta la produccion de leche a expensas
de un mayor CMS. Como consecuencia, la EC es pobremente modificada. Con respecto a los otros
dos sistemas de alimentacion revisados en el mencionado trabajo, el sistema confinado [TMR] mejor6
la EC en un rango del 5 al 16%. Sin embargo, también se registraron disminuciones en la EC de hasta
17% en el sistema confinado [TMR] con respecto al semi-confinado [pastoreo + TMR]. Esta
informacién estd disponible en la Cartilla técnica N°8 (2010) de la EEA Rafaela
(http://www.inta.gov.ar/lecheria/fichas/ficha 8.pdf).

El tratamiento TMR_100 increment6 la A PV y CC (Tabla 2), sin efectos significativos sobre
los niveles circulantes de AGNE (pardmetro indicador de lipomovilizacion). La pérdida de PV de las

vacas del tratamiento P+C durante el Periodo II, estaria indicando movilizacién enddgena de energia
para sostener la produccion de leche y contribuiria a explicar la mayor EC (kg Leche kg MS™)
observada en este tratamiento.
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Tabla 2: Variacién (A) PV, CC y metabolitos plasmaticos segtin periodos y tratamientos.

. Periodo I Probabilidad Periodo II Probabilidad
Variable . . . ]
TMR_100 | PMR_75 Tratamiento TMR_100 P+C Tratamiento
APV (kg/dia) 0,694 0,336 Hoxk 0,437 -0,014 HAE
ACC 0,07 0,03 NS 0,11 0,05 oAk
AGNE(uEq I') 159,1 168,8 NS 125,5 140,1 NS

"Efecto tratamiento: *** (altamente significativo, p>0,01), ** (significativo, 0,01>p>0,05) y NS (no significativo, p>0,1).
AGNE-= 4cidos grasos no esterificados.

A pesar de los efectos positivos del sistema confinado sobre la ganancia de PV y CC, los
indicadores reproductivos evaluados resultaron similares entre tratamientos (Figura 1).

NS B Sist. confinado
100 7
91.3 M Sist. pastoril ¢/
90 7 supl.

80.0

%

Prefiez 42 dias Prefiez 84 dias Prefiez final

Figura 1: Desempefo reproductivo segun tratamientos. NS: efecto tratamiento no significativo
(p>0.1).

Estos resultados coinciden con los de Washburn y col. (2002), quienes evaluaron los efectos
de dos sistemas de alimentacién (pastoril con suplementacién vs. confinado) sobre la respuesta
productiva y el desempefio reproductivo de vacas lecheras, en un estudio de 4 afios involucrando 282
vacas Holstein y 222 Jersey. En dicho estudio, las vacas en condiciones de pastoreo tuvieron menores
notas de CC y PV que las confinadas, sin embargo, el comportamiento reproductivo no difiri6
significativamente entre sistemas de alimentacion, con porcentajes de prefiez promedio en 75 dias de
servicio de 64,2% y 71,7% para los grupos confinado y en pastoreo, respectivamente.

La evaluacion econémica de los sistemas de alimentacion estudiados se realiz6 utilizando
como indicador el ingreso libre del costo de alimentacion, expresado en litros leche vaca™! dia! (Litros
libres de alimentacién, Tabla 3). Este es un indicador cominmente utilizado (White y col., 2002), ya
que incluye la fuente primaria de ingresos de una explotacion lechera (venta de leche) y el principal
componente del costo de produccidn (alimentacion).
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Tabla 3. Evaluacién econémica segin periodos y tratamientos.

Periodo I Periodo II Periodo total
Variable Sist. Sist. pastoril
TMR_100 | PMR_75 | TMR_100 | P+C .
confinado con supl.
Ingresos leche ($ VO dfa!)! 101,1 96,9 86,4 83,4 94,5 90,6
Costo racién ($ VO'! dia!)? 29,2 25,4 22,8 15,0 26,2 20,5
Ingresos libres alimentacién (%) 71,1 73,8 73,6 82,0 72,3 77,4
Litros libres alimentacién 23,9 23,8 21,2 22,8 22,8 23,4

Precio del litro de leche: $3.00. *Precios a Junio de 2014. Para el célculo se consideré la MS ofrecida. En el caso del
costo de la MS de pastura (Av y Alf) se consider6 una eficiencia de cosecha de 70%. VO= vaca ordefio.

A pesar de los mayores ingresos del sistema confinado (+4,3%) con respecto al sistema
pastoril con suplementacion, los litros libres de alimentacion resultaron inferiores (-2,7%), debido a
los mayores costos de la racion (+ 27,8%). Vale aclarar que para el calculo de los costos de la racién
no se tuvieron en cuenta los gastos de suministro, que serian mayores en el sistema confinado.

Estos resultados coinciden con los de la bibliografia internacional que indica que el retorno
econdmico de los sistemas basados en pasturas resulté mayor (Soriano y col., 2001; Tucker, Rude y
Wittayakun, 2001; White y col., 2002) o igual (Fontaneli y col., 2005) con respecto al de los
tradicionales sistemas confinados basados en TMRs. S6lo en uno de los trabajos revisados (Tozer y
col., 2003), el ingreso neto del sistema confinado para vacas de alto mérito genético (45 kg leche dia-
I al inicio) resultd superior a pesar de presentar los mayores costos de produccién. Sin embargo, el
anlisis de sensibilidad de los resultados mostré que en escenarios de bajo precio de la leche y alto
costo del alimento (situaciones no poco frecuentes en nuestro pais) el sistema pastoril con
suplementacidn resulté mas rentable que el confinado.

Por otro lado, Elbehri y Ford (1995), citados por Tozer y col. (2003), informaron que los
sistemas con pastoreo intensivo serian méas rentables que los sistemas confinados basados en TMRs,
siempre que la produccion de leche de los primeros sea hasta un 6% inferior con respecto a la del
rodeo confinado. En el presente trabajo, la diferencia en producciéon de leche a favor del sistema
confinado estuvo dentro del rango informado por estos autores y fue de 4,3% (31,5 vs. 30,2 kg/dia).

CONCLUSION

En las condiciones del presente trabajo, el grupo de vacas bajo el sistema pastoril con
suplementacidon produjo menos leche, tuvo menores costos de alimentacidn, mas litros libres de
alimentacion y similar comportamiento reproductivo comparado con el grupo confinado.

Aunque muchos factores contribuyen al éxito econdémico de una empresa lechera, los
resultados de este estudio indican que el sistema pastoril con suplementacion puede ser una alternativa
econdmicamente competitiva comparada con el sistema confinado.

Por lo tanto, una estrategia de alimentacion viable para vacas de paricion otofial en la cuenca
lechera central seria utilizar una PMR (75% TMR + 25% pastura) durante otofio-invierno que permita
sostener altas producciones de leche y luego en primavera, cuando las vacas estin en etapas mas
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avanzadas de lactancia, aprovechar los menores costos del pastoreo y utilizar las pasturas con una
suplementacion estratégica.

Finalmente, hay que tener en cuenta que para el confinamiento total de las vacas se requiere
una elevada inversion en instalaciones (drylots, freestalls), mientras que para un confinamiento
parcial combinado con pastoreo s6lo se requeriria una pista de alimentacion (feedpad) definida como
un area de superficie dura disefiada tinicamente para alimentacion.
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La relacion entre la produccion de leche y la reproduccion

En las ultimas décadas, el proceso de intensificacion en lecheria — caracterizado por el
incremento en la produccién de leche, el tamafio de los rodeos y las estrategias de manejo muchas
veces alejadas del bienestar animal- se ha acompafado de una reduccion en las tasas de concepcidn
que apenas superan el 30 % (Butler, 2003; Butler y Smith, 1989; Lucy, 2001; Washburn et al., 2002.
El logro de una aceptable eficiencia reproductiva, permite alcanzar y mantener niveles adecuados de
produccioén de leche, con impacto directo en la rentabilidad de la empresa tambera (Pryce et al., 2004).
Sin embargo, existen dudas sobre la existencia de antagonismos entre ambos factores. Algunos
consideran que existen conflictos a nivel de la seleccidon genética entre produccién y fertilidad. Lucy
(2001) considera que, luego de dos décadas, se constata que la caida en la fertilidad acompaii6 al
incremento de la produccidn.

Butler (2003) mostrd la existencia de divergencias entre la tasa de concepciéon (TC) y la
produccion de leche por vaca en un periodo largo de tiempo (1951 al 2001). Pero otros autores, como
Leblanc et al., (2010), si bien rechazan esta afirmacioén por errores metodoldgicos, no descartan la
existencia de cierta relacion negativa entre producciéon y reproduccion. Otros consideran que, la
duracion e intensidad del estro en los bovinos, es una variable reproductiva influenciada por el nivel
de produccidn y que a partir de cierto valor del mérito genético (produccidén) hay un efecto antagénico
en la eficiencia reproductiva (Pedernera et al, 2008).

Es evidente que la causa de una baja fertilidad en vacas lecheras Holando de aceptable
produccién (alrededor de >7.000 litros/lactancia), es multifactorial e involucra: al mejoramiento
genético, la nutricién, el manejo reproductivo, las enfermedades y el estado de bienestar animal
(Roche, 2006).

La incidencia de otros factores como por ejemplo la condicién corporal (CC) (Lucy, 2001)
son de suma importancia. En efecto, la CC es un indicador del estado nutricional de las vacas, donde
1 unidad equivale a 55 kg de peso vivo (60 kg en vaquillonas) (Roche et al., 2009).

La escala utilizada para el registro de condicion corporal (CC) en vacas lecheras corresponde
a la de Wrigth y Rusel (1984), correspondiendo al siguiente detalle:

1 Emaciada 3 Aceptable 5 Obesa
2 Delgada 4 Grasosa

Existen diferentes escalas, pero todas ellas pueden ser utilizadas con el mismo objetivo. En la

revisiéon realizada por Roche et al (2009) sobre la asociacién entre CC y productividad, salud y
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bienestar de vacas lecheras, se presentan 3 escalas: NZ= 10 puntos, Irlanda y USA= 5 puntos,
Australia= 8 puntos. En ese trabajo, se realizaron las conversiones de valores entre esas escalas de
manera de poder interpretarlas sin mayores inconvenientes.

La CC y sus cambios son més confiables como indicadores del estado nutricional que el peso
corporal; ya que este tltimo estd afectado principalmente por la fase de gestacion y la cantidad de
alimento en el tracto gastrointestinal.

Claramente existe una correlacion negativa entre la condicidon corporal sub-6ptima y la
fertilidad, y se ha propuesto que la CC deberia ser utilizada como una herramienta de gestion para
mejorar el rendimiento reproductivo (Pryce, et al., 2001).

Una menor CC al parto como a la inseminacidn, asi como descensos de los valores superiores
a un punto entre estos dos eventos, se asocia a un retardo en el reinicio de la actividad ovérica y a una
disminucién en la TC (Opsomer et al., 2000; Santos et al., 2009).

La merma de la CC desde el parto hasta el momento del pico de produccién (8 a 12 semanas
posparto), deberia ser menor de 1 unidad (valor equivalente a 55 kg de peso vivo) y en lo posible
deberian estar por encima de 2,5. Las vacas que tienen algun tipo de enfermedad bajan ligeramente
mas su CC que vacas saludables (Wildman y col, 1982).

En el Cuadro 1 se presenta el valor objetivo de CC y su rango segtin estado fisioldgico o
productivo y para la escala adoptada.

Cuadro 1. Condicién corporal (CC) objetivo y rango aceptable en diferentes momentos
(Garnsworthy y Topps, 1982; Gearthart y col, 1990).

Momento fisiologico CC objetivo Rango aceptable
Parto 3,50 3,25a3,75
Lactancia temprana 2,75 2,50 a 3,00
Lactancia media 3,00 2,75 a 3,25
Lactancia tardia 3,25 3,00 a 3,50
Periodo de secado 3,50 3,25a3,50

Luego del parto, el consumo voluntario de materia seca (CMS) no es suficiente para cubrir
los requerimientos energéticos de vacas lecheras de media y alta produccion, por lo cual los animales
entran en balance energético negativo “BEN” (Sejrsen y Neimann-Sorensen, 1982). El BEN
comienza pocos dias antes del parto y alcanza su maximo nivel, aproximadamente, a los 12 dias
posparto (Butler y Smith, 1989; Canfield y Butler, 1990).

En estas situaciones, la energia necesaria para la produccién de leche se obtiene a partir del
alimento consumido y de la movilizacion de reservas corporales (Bell, 1995).

La utilizacion de reservas en el inicio de lactancia es un proceso fisiolégico normal, que se
vuelve perjudicial y afecta la salud cuando el proceso es excesivo. La magnitud de la caida en CC en
inicio de lactancia depende no sdlo del nivel de alimentacién, sino también del nivel de produccién y
de la CC al parto. Las vacas de alta produccion normalmente pierden més estado debido a un BEN
mas agudo en comparacién con animales de menor mérito genético, especialmente si llegan al parto
con una buena CC. Por el contrario, las vacas que paren con menor CC pero que son alimentadas con
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dietas altas en concentrados y bien balanceadas, muestran menor variacién en su CC en inicio de
lactancia (Wattiaux et al, 1994).

La produccién de leche que se puede lograr a partir de las reservas movilizadas, puede
representar un 30 a 35% del total en el momento de la maxima produccién. Cada kilo de peso
movilizado representa 5,7 Mcal, las cuales son usadas con una eficiencia del 84%, se recupera asi 4,8
Mcal por kg de peso (5,7 * 0,84). En 1 litro de leche hay retenidos 0,64 Mcal obteniéndose por kilo
de peso perdido 7,5 litros de leche (4,8 Mcal/0,64).

El peso vivo y la CC son generalmente mas altos en vacas manejadas en confinamiento (dietas
RTM; raciones totalmente mezcladas) que en sistemas pastoriles o de base pastoril (RPM; raciones
parcialmente mezcladas). Pero también se evidencian diferencias raciales donde, por ejemplo, la
Holando presenta menores tasas de inseminacién y de concepcion, y menor CC que la Jersey
(Washburn et al., 2002).

Las vacas que paren con CC superiores a las deseadas presentan mayores restricciones al
consumo de alimentos en inicio de lactancia, agudizando su BEN. Esto induce una mayor
movilizacién de grasas corporales que no pueden ser completamente metabolizadas por el higado
(Overton y Waldrom, 2004).

Una restriccion prolongada de energia en la dieta, tiene como resultado una pérdida de peso y
de CC y por ende, una disminucién en la actividad ovarica, debido principalmente a que se suprime
la secrecion de LH, reduce las concentraciones del factor de crecimiento similar a insulina tipo I (IGF-
I) y de glucosa (Richards y col,1991), e incrementa las concentraciones en el plasma de hormona de
crecimiento (GH) y NEFAs (Richards et al.,1989).

Vacas con buena CC al parto tienen mejor desempefio reproductivo, debido a la mayor
frecuencia de pulsos de LH. Al evaluar la relacién del balance energético y la actividad ovérica al
posparto, se determiné que la primera ovulacién posparto ocurre aproximadamente 10 dias después
del balance energético cero, concluyendo que a mayor déficit energético aumenta el atraso de la
primera ovulacién posparto (Butler et al., 1981). El BEN representa una condicidn fisiologica de
desnutricion que perjudica la secrecion de LH y la ovulacion (Jolly et al., 1995).

La interaccién con la nutricién

Una de las metas de un adecuado planteo nutricional consiste en evitar una caida importante
y extendida de las reservas corporales para que se logre completar el proceso normal de recuperacidn
y no afecte la eficiencia reproductiva. Bajo las condiciones de alimentacion estabulada (dietas RTM)
pareceria a priori menos dificultoso cumplir con ese objetivo. Sin embargo, tanto en RTM como en
cualquier otro sistema de alimentacidn, las variables que estan interactuando son las mismas, aunque
a una escala o valor diferente: el nivel o el potencial de produccién del animal que se desea y la
calidad de la dieta asociada a la calidad de los alimentos que la componen.

Hipotetizando, una proporcidon importante de la relacién negativa entre produccion y fertilidad
se podria explicar desde el punto de vista nutricional ya sea por:

° la dificultad de cubrir los requerimientos totales diarios (consumo de MS, energia y
proteina), y/o la imposibilidad de lograr dietas con una adecuada concentracién de nutrientes por kg
MS consumida, en vacas de alta produccién y durante el primer tercio de la lactancia.
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° los elevados valores de FDN en los forrajes, que afectan el consumo de MS y agravan
el déficit de EM consumida diariamente.

La segunda causa sefialada aumenta su incidencia con el nivel de produccién, imposibilitando
cada vez mas la cobertura de los requerimientos totales diarios ya que el animal se encuentra en un
periodo productivo con consumo restringido.

Como lo sefialan Faverdin et al. (1987), en condiciones de alimentacién estabulada, el pico de
produccion de leche puede ser alcanzado entre la 3™y la 6% semana de lactacion. Mientras tanto la
maxima capacidad de ingestion (CI) se logra entre la 12* y la 16® semana, y cae al momento del parto
al 70 a 85% de su valor méximo. En el caso de vacas Holando que basan su alimentacion en sistemas
RPM con acceso al pastoreo (tradicional en la mayoria de las cuencas de Argentina), el pico de
lactancia se alcanza a los 40 dias del parto.

En razén de esta evolucion divergente entre los requerimientos del animal y la capacidad de
ingestion, no es posible obtener el equilibrio entre los aportes nutritivos y las necesidades en todo el
momento del ciclo de produccion (Sejrsen y Neimann-Sorensen, 1982), en particular en los animales
de alto potencial de produccion.

Retomando la hipétesis planteada respecto a las dietas, la imposibilidad de lograr una
adecuada concentracion de nutrientes por kg MS consumida se debe:

a) principalmente, a la baja calidad y sostenida participacion de los silajes de planta

entera en la dieta y para gran parte del afio

b) adicionalmente, aunque en menor medida, a la inferior calidad de todos los otros
alimentos, se citan:
* el heno: su importancia para la problematica bajo anélisis depende de:

- si su inclusién en la dieta consiste en aportar fibra efectiva, para lo cual se estima en
términos practicos entre el 7 % y el 10 % del total de MS ingerida, su calidad se relativiza.

- si su participacion en la dieta es en una proporcion importante, su calidad pasa a ser
primordial. En general, se han constatado valores elevados de FDN y FDA especialmente en
muestras provenientes de rollos no tapados.

* las pasturas: (especialmente de alfalfa donde es dificultoso aprovecharla en su momento de
mayor equilibrio cantidad: calidad por la imposibilidad de prever o anticiparse a tasas de
crecimiento muy variables durante la primavera y parte de verano.

* los concentrados y subproductos: algunos de estos alimentos son més sensibles a perder calidad

por condiciones de almacenamiento inapropiado (tanto en origen como en destino).

Una de las maneras més ripidas y sencillas de implementar para mejorar la calidad de la dieta
o la concentracién de nutrientes por kg de MS consumida es aportando una mayor cantidad de
concentrados en la dieta en detrimento de los otros componentes. Se considera que en la cuenca
central se reemplaza mas heno y pastura que silaje, especialmente en el periodo otoflo-invernal. Esto
conlleva légicamente a un encarecimiento del costo de produccion y a una mayor dependencia de
alimento comprado o adquirido fuera del establecimiento.

Centeno (2012) constatd que, para la misma poblacion de tambos balo estudio, el proceso de
intensificacién entre el 2004 y el 2011 permitié duplicar la eficiencia productiva (5696 a 9839
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litros/haVT/afio). Pero esto se logré a expensas de un incremento importante de la proporcién de
concentrado en las dietas (del 25 % al 43 % de la MS total consumida) y una reduccidn en la pastura
o verdeo de invierno (del 50 % al 27 % de la MS total consumida). Esto resulté en un incremento
desmesurado de los gastos de alimentacion (del 22 % al 50 % del Ingreso bruto), teniendo en cuenta
las caracteristicas del sector lacteo argentino. Dicho aumento se produjo por la importante erogacion
en alimento comprado como concentrado y subproductos, que pasé del 11 % al 30 % del costo. Por
el contrario, se elevo solamente en un 10% los costos de alimento producido, como consecuencia de
un aumento de la superficie destinada a cultivos para silaje de planta entera y una reduccién del uso
del suelo para pasturas/verdeos.

Observando la base de datos del Laboratorio de Analisis de Alimentos (Gaggiotti et al, 2010),
se constata que de todos los que participan en las dietas tradicionales de la cuenca central, el silaje
de planta entera de maiz podria ser el responsable principal de la problemética nutricional que afecta

la CC y la eficiencia reproductiva. Son varios los motivos, pero se destacan los siguientes:

* participa de la dieta en un rango entre el 15 % y el 35 % de la MS consumida (datos censales de
INTA Proyecto de lecheria bovina),

* la caida en su calidad entre el valor real (media de las muestras) y el 6ptimo (alrededor de un
11%) es la segunda mas importante de todos los otros alimentos de la dieta (2,17 y 2,43 Mcal
EM/kgMS, respectivamente). Como referencia externa, en la base de datos del NRC (2001) el
valor medio del silaje de maiz “normal “es de 2,38 Mcal EM/kgMS.

Respecto a los otros alimentos y segun la Tabla del Laboratorio EEA Rafaela (Gaggiotti et al,
2010), para el heno la disminucion de la calidad es muy importante, casi el 25 % entre el valor 6ptimo
y el real: de 2,25 a 1,69 Mcal EM/kgMS con un valor medio reportado por el NRC de 2,03
Mcal/kgMS. Para la pastura, los valores segtin la base de datos considerada son de 2,47; 2,37 y 2,25
McalEM/kgMS para NRC, INTA 6ptimo, INTA media (cuadros 2, 3 y 4), respectivamente.

Esta menor concentracion de cada alimento que compone la dieta tiene su consecuencia en la
dificultad de completar los requerimientos diarios de una vaca de alta produccién en su primer tercio
de lactancia.

Para ejemplificar la problemaética nutricional en los primeros 40-50 dias de lactancia, para las
condiciones de alimentacion de la mayoria de las cuencas argentinas, se desarrolla a continuacién un
anilisis comparativo de dietas similares pero que difieren en calidad (EM y FDN) segtn la base de
datos considerada (NRC e INTA).

Determinacion de los requerimientos de un animal de referencia:

* Vaca patrén de raza Holando con 50 dias de lactancia, 600 kgPV y 40 1/dia

* Dieta = 30 % Pastura : 30 % Silaje : 20 % Conc.proteico : 13 % Conc.energético : 7 % Heno.

* Consumo de MS : se estimé a partir de la ecuacion de prediccion del NRC (kgMS/v/d) = (0,372
x LGC + 0,0968 x PV 0,75) x (1-e(-0,192 x (SL + 3,67)))

* FDN (kg/s/d)=(1,2 * 600 kg PV)/100=7,200 kg

* Los requerimientos fueron estimados en 58 Mcal EM/dia; 2,58 McalEM/kgMS; 17,5 %PB.; 7,2
kgFDN/dia

* La pérdida en el periodo “Parto a 50 Dias de lactancia”, de
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- CC = 3,25 y 2,50 respectivamente, resultando en una caida de 0,75 puntos.

- La pérdida de peso fue de = 0,75 CC * 55 kg/1 CC = -41,25 kg / 50 dias = -0,825 kg/v/d
representarian 6 litros/dia a partir de esa movilizacidn de reservas

Determinacion de los aportes alimenticios de una dieta tradicional

En los cuadros siguientes se detallan, las dietas, la calidad de los alimentos y los aportes de MS y
energia. A los fines de concentrar la atencidn en la problemética energética, no se presentan los
célculos para proteina ya que fueron cubiertos los requerimientos de PB.

Se presentan a continuacion tres cuadros (del 2 al 4) donde se detallan por fuente de informacién
(NRC e INTA) la dieta tradicional, el consumo de MS, FDN y EM. El valor de FDN y EM/kgMS de
cada alimento fue seleccionado de esas bases de datos.

Cuadro 2: Valores medios de calidad de alimentos segtn origen NRC (2001)

PN — Dieta EM Consumo EM
(%) Mcal/kg MS (kg MS/d) Mcal/dia

Pastura 30 2,47 6,75 16,67
Silo maiz 30 2,38 6,75 16,07
Pellet Girasol 7 2,25 1,58 3,54
Exp Soja 8 3,63 1,80 6,53
Maiz 17 3 3,83 11,48
Heno alfa 8 2,03 1,80 3,65
2.58

Cuadro 3.- Valores medios de calidad de alimentos segtin origen INTA (2010)

Alimento Dieta EM FDN Consumo EM FDN
(%) Mcal/kgMS % MS (kg MS/d) Mcal/dia (kg/d)
Pastura 30 2,37 39,1 6,75 16,00 2,639
Silo maiz 30 2,43 29,0 6,75 16,40 1,958
Pellet Girasol 7 2,22 31,9 1,58 3,50 0,502
Exp Soja 8 3,61 16,8 1,80 6,50 0,303
Maiz 17 3,06 9.4 3,83 11,70 0,360
Heno alfa 8 2,25 45,7 1,80 4,05 0,822
22,50 58,15 6,585

2,58
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Cuadro 4: Valores medios de calidad de alimentos segtn dietas tradicionales

Alimento Dieta EM FDN Consumo EM FDN
(%) Mcal/kgMS %MS | (kg MS/d) Mcal/dia (kg/d)

Pastura 30 2,25 43,3 6,75 15,19 2,923
Silo maiz 30 2,17 48,8 6,75 14,65 3,294
Pellet Gir 7 2,23 32,9 1,58 3,51 0,518
Exp Soja 8 3,6 15,15 1,80 6,48 0,273
Maiz 17 3,05 9,42 3,83 11,67 0,360
Heno alfa 8 1,69 51,7 1,80 3,04 0,931
22,50 54,54 8,299

2,42

Como se puede observar en los 3 cuadros se concluye que;

e La EM/kgMS de las muestras denominadas INTA 2010 Top (ver cuadro 3) son similares
a la media del NRC 2001 (ver cuadro 2) considerados, diferencidndose de los de INTA 2010
“media” (ver cuadro 4) los cuales son hasta un 5% inferiores.

* Los requerimientos de EM son cubiertos cuando se utilizan valores de calidad esperada
de los alimentos (de aceptables a Optimos; cuadro 2 y 3).

¢ Con los valores medios de EM (cuadro 4), no se cubren los requerimientos de EM diarios
(54,54 vs 58,0 Mcal) siendo insuficiente el valor de EM/kgMS (2,42 vs 2,58 Mcal).

* En los tres casos la vaca de referencia o patrén estaria como minimo, movilizando sus
reservas a razon de una pérdida de peso de 0,825 kg/dia, durante 50 dias de lactancia lo cual
aun se encuadra en niveles aceptables, aunque en el limite de ocasionar algin tipo de
inconveniente al animal (cetosis).

* A partir de los 50 dias de lactancia deberia reducirse la pérdida de peso y comenzar a
recuperarse la CC en todos los casos.

La vaca sometida a la dieta INTA “media” (cuadro 4) estard en una situacién mas
comprometida para iniciar el proceso firme de recuperacion de la CC ya que hay un déficit de 3,5
McalEM/d en el consumo de energia respecto a los otros 2 casos (cuadro 2 y 3). Por lo tanto, tienen
mas probabilidades de no alcanzar una eficiencia reproductiva similar. Pero su situacion esta atin mas
comprometida si consideramos los requerimientos y eventuales excedentes de FDN aportada
esencialmente desde los forrajes. En el cuadro 5, se presentan los valores de los alimentos de INTA
“media” con el ajuste por exceso de FDN de la dieta del cuadro 4 (8,300 kg) vs el requerimiento de
FDN de la vaca patrén (7,200 kg/d).
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Cuadro 5: Valores medios de calidad de alimentos correspondiente a INTA, 2010 y su ajuste de
consumo hasta balancear el exceso de FDN

j i Consumo EM FDN

;I;I)LA e Iz:;:)a II::/Il\c/:Ial/kgMS FDN %MS (kg MS/d) Mcal/dia (kg/d)
Pastura 30 2,25 43,3 6,08 13,68 2,633
Silo maiz 29 2,17 48,8 5,85 12,69 2,855
Pellet Girasol 8 2,23 32,88 1,58 3,52 0,520
Exp Soja 9 3,6 15,15 1,80 6,48 0,273
Maiz 19 3,05 9,42 3,83 11,68 0,361
Heno alfa 5 1,69 51,74 1,10 1,86 0,569
20,24 49,92 7,210

2,47

Para poder establecer la correccion del excedente de FDN, se redujeron los % de participacién
en la dieta de los 3 alimentos con mayores valores de fibra. Como se observa, para reducir la FDN de
la dieta del cuadro 4, al valor de requerimiento, se debi6 reducir el consumo de pastura (de 6,75 a
6,08 kg), el de silaje (6,76 a 5,85 kg) y el de heno (1,80 a 1,10 kgMS).

Esta doble correccidn por exceso de FDN (a través de un menor consumo) y déficit de energia
(EM), result6 en algo mas de 8 Mcal EM/dia por animal, que no estaran disponibles para la vaca
sometida a la dieta del cuadro 5.

CONSIDERACIONES FINALES

En funcién del andlisis efectuado y si bien habria que constatar los valores de calidad de los
alimentos a nivel del comedero (“en boca del animal”), se indican por prioridad las siguientes
conclusiones o recomendaciones:

* Existen ain demasiadas contradicciones sobre la existencia y/o la magnitud de los efectos,
directos e indirectos, en la interaccion produccidn: reproduccion: alimentacidn.

e Algunas evidencias mostrarian ademds que el mérito genético (nivel de produccién) podria
estar condicionando la respuesta hasta un cierto valor (entre 6.500 y 8.000 litros/lactancia?).

* mejorar significativamente la calidad de los componentes de la dieta (incremento marginal
(+0,2 a +0,3 Mcal EM/kgMS), especialmente en el silaje (desde el cultivo al suministro), luego en la
pastura (eficiente en el uso) y finalmente en el heno (clasificado y protegido).

e paralelamente a ‘“c”, procurar secuencias intensivas sostenibles con mayor cantidad
rendimiento de un valor superior por ha (+20%). Meta =10.000 kgMS/ha de rotacién (anuales y
semipermanentes).

* modificar estrategias de suplementacion de acuerdo a consignas pre establecidas como, por
ejemplo:

- Niveles de suplementacion por lactancia solamente
= Valor de decision MEDIO = 1.500 kgMS/vaca (;,? Definir)
e Valor de distribucidn segin dias de lactancia : 50 % de 0 a 100 dias ; 25 % 101
a 200 dias y 25 % de 201 a 300 dias. Méas de 301 dias, 0 %
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= Adultas y Primiparas
= Valor de decision: 1.500 kgMS/vaca
e Valor de distribucion = segtin momento de lactancia y nivel de produccion en
primiparas.

- Modificar la dieta: Aumentando la proporcién de alimentos de calidad (concentrados) pero
encareceria la racién y hay un limite que no debe superarse (45 % de la MS total ingerida).

e Utilizacion de cruzas JxH considerando que tienen requerimientos inferiores a la Holando
(Mcal EM por kgMS y por dia) resultando més adaptadas a la calidad de la dieta utilizada como
tradicional.

La cuestion clave en la estrategia de suplementacion seria definir un valor por lactancia que
permita: a) cumplir con las necesidades de los animales en determinados periodos, b) aprovechar
aquellos periodos donde la eficiencia de conversidn es superior, c) compatibilizar estos
requerimientos bioldgicos productivos con objetivos econdmicos de la empresa (ejemplo retorno por
peso invertido o relacién insumos: precio de leche).

BIBLIOGRAFIA

Bell A. 1995. Regulation of organic nutrient metabolism during transition from late pregnancy to early lactation. J Anim
Sci. 73:2804-2819.

Butler W, Everett R, Coppock C. 1981. The relationships between energy balance, milk production and ovulation in
postpartum Holstein cows. J Anim Sci. 53:742- 748.

Butler W, Smith R. 1989. Interrelationships between energy balance and postpartum reproductive function in dairy cattle.
J. Dairy Sci. 72:767-783.

Butler, R. 2003. Nutrition and reproduction loss — can we feed our way out of it? Proceedings of the 2nd bi-annual W.E.
Petersen Symposium “Reproductive Loss in Dairy Cows: Is the Trend Reversible?”. University of Minnesota.
April 8. pp22- 30.

Canfield R, Butler W. 1990. Energy balance and pulsatile LH secretion in early postpartum dairy cattle. Domest Anim
Endocrinol. 7: 323-330.

Centeno, A 2013. Intensificacién en el tambo ;Qué cambié? Hoja de informacién técnica Nro 33 INTA UEEA San
Francisco ISSN 2250-8546

Gaggiotti, M., Comeron, E.A:, Gallardo, M. y Romero, L.A. 2010. Tabla de Composicién quimica de alimentos para
rumiantes. Ediciones INTA CERSAN (2da edicién) 67 pp.

Garnsworthy P, Topps J. 1982. The effect of body condition of dairy cows at calvin on their food intake and performance
when given complete diets. Anim Prod. 35:113- 119

Gearthart M, Curtis C, Erb H, Smith R, Sniffen C, Chase L, Cooper M. 1990. Relationship of changes in condition score
to cow health in Holsteins. J Dairy Sci. 73: 3132-3140.

Jolly, P.D., S. Mcdougall, L.A. Fitzpatrick, K. Macmillan, K. Entwistle. 1995. Physiological-effects of undernutrition on
postpartum anestrus in cows. J. Reprod. Fertil. 49 (Suppl.): 477-492.

LeBlanc, S.J. Campbell, M.S. 2010. Is high production compatible with good reproductive performance in daity cattle?.
World Buiatrics Congress, 103-113.

Lucy M. 2001. Reproductive Loss in High-Producing Dairy Cattle: Where Will it End. J Dairy Sci. 84:1277-1293.

Opsomer G, Grohn Y, Hertl J, Coryn M, Deluyker H, De Kruif A. 2000. Risk factors for postpartum ovarian dysfunction
in high producing dairy cows in Belgium: a field study. Theriogenology. 53:841-857.

Overton T, Waldron M. 2004. Nutritional management of transition dairy cows: strategies to optimize metabolic health.
J Dairy Sci. 87:105-119.

88



INTA — ESTACION EXPERIMENTAL AGROPECUARIA RAFAELA.
INFORMACION TECNICA DE PRODUCCION ANIMAL 2016

Pedernera, M., Garcia, S.C., Horagadoga, A., Barchia, I., Fulkerson, W.J. Energy 2008. Balance and Reproduction on
Dairy Cows Fed to Achieve Low or High Milk Production on a Pasture-Based System.Journal of Dairy
Science.Volume 91, Issue 10, Pages 3896-3907

Pryce J, Coffey M, Simm G. 2001 The relationship between body condition score and reproductive performance. J Dairy
Sci. 84:1508-1515.

Pryce J, Royal M, Garnsworthy P, Mao 1. 2004. Fertility in the high-producing dairy cow. Livestock Prod Sci. 86:125—
135.

Richards M, Wettemann R, Schoenemann H. 1989. Nutritional anestrus in beef cows: concentrations of glucose and
nonesterified fatty acids in plasma and insulin in serum. J Anim Sci. 67:2354-2362.

Richards M, Wettemann R, Spicer L, Morgan G. 1991. Nutritional anestrus in beef cows: Effects of body condition and
ovariectomy on serum luteinizing hormone and insulin - like growth factor - I. Biol Reprod. 44:961-966.

Roche, J.F. 2006. The effect of nutritional management of the dairy cow on reproductive efficiency. Animal Reproduction
Science 96 (206) 383-396.

Roche, J.R., Friggens, N.C., Kay, J.K., Fisher, M.W., Stafford, K.J., Berry, D.P. 2009. Invited review: Body condition
score and its associationwith dairy cow productivity, health and welfare. J.Dairy Sci. 92:5769-5801

Santos JE, Rutigliano HM, S4 Filho MF. 2009 Risk factors for resumption of postpartum estrous cycles and embryonic
survival in lactating dairy cows. Anim Reprod Sci 110:207-221.

Sejrsen, K., and A. Neimann—Sorensen. 1982. Nutritional physiology and feeding of the cow around parturition. Curr.
Top. Vet. Med. Anim. Sci. 20: 325-357.

Washburn SP, Silvia WJ, Brown CH, McDaniel BT, McAllister AJ. 2002 Trends in reproductive performance in
southeastern Holstein and Jersey DHI herds. J Dairy Sci. 85:244-251.

Wattiaux M, Combs D, Shaver R. 1994. Lactational responses to ruminally undegradable protein by dairy cows fed diets
based on alfalfa silage. J Dairy Sci. 77:1604-1617.

Wildman E, Jones G, Wagner P, Bowman R. 1982. A Dairy cow body condition scoring system and its relationship to
selected production characteristics. J Dairy Sci. 65:495-501.

Wrigth I, Russel A. 1984. Estimation in vivo of the chemical composition of the bodies of mature cows. Anim Prod.
38:33-44.

89



INTA — ESTACION EXPERIMENTAL AGROPECUARIA RAFAELA.
INFORMACION TECNICA DE PRODUCCION ANIMAL 2016

SINDROME DEL BAJO TENOR DE GRASA EN LECHE

ETIOLOGIA Y CONTROL
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La grasa butirosa es el principal componente energético de la leche en los bovinos y contribuye
a muchas de las propiedades fisicas, caracteristicas de manufactura y cualidades organolépticas de la
leche y productos lacteos (Bauman y Griinari, 2003). Estd compuesta basicamente por triglicéridos
(mas del 98%) en forma de gloébulos de 1 a 7 um de didmetro y el 2% restante son fosfolipidos,
diglicéridos, colesterol libre y esterificado, ligados a la membrana del glébulo graso (Rearte, 1993).

Los triglicéridos que componen la grasa butirosa poseen una molécula de glicerol esterificada
con 3 4cidos grasos (AG) de distinta longitud. El largo de estos AG se extiende desde 4 (4cido
butirico) hasta 18 atomos de carbono con distintos grados de saturacién (acidos estedrico C18:0,
oleico C18:1, linoleico C18:2 y linolénico 18:3) (Rearte, 1993).

Los AG de cadena corta y media (C4 a C14) se sintetizan de novo en la glandula mamaria
(Rearte, 1993). Esta sintesis ocurre a partir del acido acético y del B-hidroxibutirato resultante de la
fermentacion de los forrajes que ocurre en el rumen y en el intestino grueso, y del acido acético y
butirico contenido en silajes, en caso de que estos tltimos conformen parte de la dieta (Pérez, 2011).
Los AG de cadena larga de 18 4tomos de carbono, en cambio, no son sintetizados por la glandula sino
que son captados como tal del plasma sanguineo y proceden de los triglicéridos contenidos en la dieta,
de los AG no esterificados provenientes de la lipomovilizacion y de la sintesis de grasa microbiana a
nivel ruminal (las bacterias sintetizan AG de novo a partir de precursores carbonados) (Rearte, 1993;
Pérez, 2011).

El 4cido palmitico (C16) tiene ambos origenes, parte es sintetizado por la glandula y parte es
tomado del torrente sanguineo (Rearte, 1993). Se estima que aproximadamente el 50% de los AG de
la grasa butirosa son sintetizados de novo por la glandula y el 50% restante son tomados directamente
del plasma sanguineo (40% provienen de la dieta y microorganismos ruminales y 10% del tejido
adiposo) (Walker et al., 2004).

Para muchas especies, la composicion en AG de la grasa lactea refleja fuertemente la
composicion en AG de la dieta (Bauman y Griinari, 2003). Los rumiantes son una excepcion a causa
de que los lipidos dietarios sufren un extenso metabolismo por los microorganismos ruminales, 1o
cual resulta en una marcada diferencia entre el perfil de AG de la dieta (mayoritariamente insaturado)
y el que abandona el rumen (mayoritariamente saturado) (Bauman y Griinari, 2003; Fuentes Alvarez,
2009). Los dos principales procesos que ocurren en el rumen son la lipélisis (hidrélisis de los enlaces
éster de los lipidos) a partir de la cual se obtienen AG libres y glicerol y la biohidrogenaciéon
(saturacion de los dobles enlaces con iones hidrégeno) de los AG insaturados los cuales son luego
incorporados rapidamente a los lipidos de los microorganismos (Fuentes Alvarez, 2009).
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Sin embargo, la dieta puede afectar marcadamente la poblacién bacteriana y los procesos
microbianos del rumen y en consecuencia, la dieta y la nutricion tienen efectos importantes sobre el
contenido de grasa y el perfil de AG de la leche, atin en rumiantes (Bauman y Griinari, 2003). Uno
de los ejemplos més claros de esto ha sido caracterizado como el Sindrome del bajo tenor de grasa
en leche, mas cominmente llamado depresion de grasa lactea (MFD, por sus siglas en inglés). MFD
ocurre cuando la alimentacién con una dieta particular reduce marcadamente el contenido de grasa y
altera la composicion en AG de la leche (Bauman y Griinari, 2003). Se caracteriza por una
disminucion del tenor graso de hasta un 50% y cuando no hay otros factores complicando el cuadro,
la produccion de leche no declina y el contenido de proteina y lactosa permanecen esencialmente sin
cambios (Bergen, 2009).

MFD puede ser un indicador de patologias que repercuten sobre la produccion de leche
(acidosis ruminal). Sin embargo, si las vacas padecen MFD pero no presentan problemas de salud,
no deberia ser un tema preocupante. En tal sentido, MFD se puede considerar beneficioso, ya que se
requiere menor cantidad de energia por litro de leche producido y esa energia consumida pasara a
formar parte de las reservas corporales, lo cual beneficiara a las vacas con pobre condicién corporal
(Pérez, 2011). Desde el punto de vista econémico, podria significar un perjuicio si no se alcanzan los
niveles de grasa bonificables.

Es importante aclarar que MFD no debe ser considerado como un sintoma inequivoco de
acidosis ruminal, ya que puede ser inducido por otras causas, como un exceso de grasa insaturada en
la racién (Bach, 2002). Por otro lado, la presencia de vacas con acidosis puede no ser detectada a
través del tenor de grasa de la leche del tanque y es necesario realizar controles individuales para ello.
En este sentido, las vacas con alta probabilidad de padecer acidosis tienen una concentracioén de grasa
butirosa un punto porcentual por debajo de la media de la leche del tanque y/o la diferencia entre el
porcentaje de proteina y de grasa en leche es > 0,4% (Bach, 2002).

Existen tres teorias basadas en cambios en los procesos microbianos del rumen inducidos por
la dieta que intentan explicar la etiologia de MFD.

e Teoria de la Deficiencia de Acetato o Butirato: esta teoria sostiene que cuando se
suministran raciones con una baja relacién forraje: concentrado, la produccidon de acetato y B-
hidroxibutirato en el rumen disminuye hasta el punto que limita la produccién de grasa butirosa
(Bach, 2002).

e Teoria Glucogénica o de la Insulina: esta teoria postula que en condiciones de
acidosis ruminal se producen grandes cantidades de propionato que inducen la secrecion de insulina,
lo cual resulta en una disminucidn de la disponibilidad de precursores para la sintesis de grasa en
glandula mamaria, ya que la insulina estimula la lipogénesis en el tejido adiposo (Bach, 2002).

e Teoria de la Biohidrogenacion: actualmente, la causa mas aceptada para explicar
este sindrome esté relacionada con la produccién de un isémero de 4cido linoleico conjugado (CLA,
por su abreviatura en inglés) en el rumen, el trans-10 cis-12 CLA, el cual es un intermediario del
proceso de biohidrogenacion ruminal del 4cido linoleico (Latrille, 2010), contenido principalmente
en la fraccion lipidica de las semillas de oleaginosas. Este isémero de CLA es un potente inhibidor
de la sintesis de novo de AG en la glandula mamaria. Se ha demostrado que bastan 3,5 g/dia de este
compuesto a nivel ruminal para producir una reduccién de un 25% en la produccion de grasa butirosa
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(Bauman y Griinari, 2003). El mecanismo propuesto consiste en que el CLA producido en el rumen
pasa al intestino delgado donde es absorbido y en la glandula mamaria deprime la expresion de
enzimas lipogénicas y por ende, la sintesis de novo de AG (Latrille, 2010).

Se propone que para que se genere este CLA en rumen deberian darse 2 situaciones, una
fermentacién ruminal alterada y la presencia de AG poliinsaturados (PUFA, por sus siglas en inglés)
(Latrille, 2010). Entre los factores de riesgo relacionados con una fermentacién ruminal alterada, se
encuentran un bajo pH ruminal (las vias tipicas de biohidrogenacion ruminal se inhiben a pH < 6), un
elevado consumo de concentrados (> 40% MS, particularmente si contienen carbohidratos no
estructurales de rapida degradabilidad ruminal) y un bajo contenido de fibra efectiva (FDNef) en la
racion (< 22% MS). Cabe aclarar que desde el punto de vista nutricional el concepto de FDNef se
refiere a la capacidad de la fibra para promover las actividades de masticacién y rumia y una buena
produccidn de saliva, principal amortiguador de los dcidos ruminales por su contenido de bicarbonato,
permitiendo optimizar la fermentacion y evitando la ocurrencia de episodios de acidosis subclinica
(Gallardo, 2002). Bajo las condiciones mencionadas, ademéas de formarse trans-10 cis-12 CLA, se
produce el acido trans-10 C18:1, el cual no inhibe directamente la sintesis de novo en glandula
mamaria, pero se detecta en leche, pudiendo utilizarse como indicador de una biohidrogenacién
ruminal alterada (Figura 1).

(cis 9, cis-12 C18:2)

Acido ruménico
(cis 9, trans-11 CLA)

e &NICO
ido vaccen
Acmns_“ cg:t)

Figura 1. Vias de biohidrogenacidn anormal (izquierda) y normal (derecha) del 4cido linoleico.
Adaptado de Latrille, 2010.
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En la Figura 1 se muestra que basicamente hay 3 formas de afectar el contenido de grasa
butirosa:

1) Aumentar los aportes de PUFA de 18 carbonos (fundamentalmente acido linoleico) no
protegidos,

2) Alterar el ambiente ruminal y los patrones de biohidrogenacion,

3) Alterar la tasa de biohidrogenacion ruminal.

Una vez comenzado el suministro de la dieta inductora a MFD, existe un intervalo de 7 a 18
dias hasta el momento a partir del cual se producen las alteraciones de la biohidrogenacién ruminal
(Pérez, 2011).

Es importante tener en cuenta que muchos de los alimentos utilizados frecuentemente en la
alimentacion de vacas lecheras (granos de cereales, semillas de oleaginosas, silaje de maiz, heno de
alfalfa y forrajes verdes) poseen PUFA en su composicion grasa.

En este sentido, Gallardo (2002) afirma que, en los sistemas pastoriles de produccién, MFD
ocurre frecuentemente con el inicio de la primavera. En esta época del afio se dan las mejores
condiciones ambientales para el crecimiento de las pasturas y se produce un cambio de alimentacion
con mayor participacion de las mismas en la dieta del rodeo. Las caracteristicas del pastoreo selectivo
de los bovinos en condiciones de abundante oferta de pastura (mayor presion de seleccion sobre hojas
y tallos tiernos) determinaran el consumo de una racién desbalanceada, con elevado contenido de
agua y de proteinas degradables y déficit de FDNef. Esta dltima tiene una relacién directa con la
sintesis de grasa butirosa. Ademas de lo mencionado, cabe destacar que durante la primavera las
pasturas poseen concentraciones mas elevadas de PUFA (C18:3 y CLA). Esto sumado a la carencia
de FDNef, favorece la activacion de las vias atipicas de biohidrogenacion, con la consiguiente
produccién de los isdmeros responsables de MFD (Pérez, 2011).

Medidas de manejo nutricionales para controlar MFD en los rodeos lecheros

e Ante la inclusién de concentrados energéticos (CE) en la racién, debe tenerse en
cuenta (Bretschneider, 2009):
- la cantidad incluida: se sugiere un suministro de 1 kg CE/4 kg leche, con un limite
maximo de hasta 10 kg MS/dia para vacas produciendo mas de 40 kg leche/dia.
- el tipo de almidén contenido en el CE: los granos de trigo y cebada contienen
almidoén de rapida degradabilidad ruminal y, por ende, son mas propensos a inducir
acidosis que los granos de maiz y sorgo, cuyo almiddon se degrada mas lentamente.
- el grado y tipo de procesamiento: tanto los tratamientos térmicos como una
molienda fina (< 2 mm) aumentan la velocidad de fermentacion del almidén, por lo
que los CE sometidos a algun tipo de procesamiento conllevan un mayor riesgo de
acidosis con respecto a los no procesados.
- el contenido de FDNef de la racién: debe asegurarse un minimo de 22% de la MS.
Se recomienda la suplementacién con heno (1,5 a 2,0 kg MS/vaca/dia) como fuente
de fibra larga.
e Ante la inclusion de alimentos con alto contenido de PUFA, como asi también durante
la utilizacién de las pasturas en primavera, es valida la dltima recomendacion (Pérez, 2011).
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e El uso de sustancias buffer en la raciéon, como bicarbonato de sodio y 6xido de
magnesio, pueden ayudar a mantener el pH ruminal dentro de rangos normales (Pérez, 2011). Las
dosis recomendadas son de 1% y de 0,3-0,4% de la MS consumida, para bicarbonato de sodio y éxido
de magnesio, respectivamente. Debido a que el 6xido de magnesio es un alcalinizante y el bicarbonato
es un tampdn, existe una sinergia entre ambas sustancias y su uso combinado es més eficiente que
cuando se utilizan por separado. La combinacién recomendada de bicarbonato de sodio y 6xido de
magnesio es de 3 a 1 (Bach, 2002).

e FElsilaje de maiz (y todos los silajes en general) aportan una carga adicional de acido
al rumen, que, en conjuncién con la menor efectividad de su fibra en relacién a los henos, favorece
la caida del pH ruminal y la modificacion de los patrones de biohidrogenacion (Bach, 2002).

e La incorporacion de monensina, por la alteracidon del ambiente ruminal que provoca,
es otro factor causante de la produccion de isémeros responsables de MFD. La monensina es un
antibidtico que inhibe el crecimiento de las bacterias Gram positivas en rumen y de esta forma se
reduciria la tasa de biohidrogenacién ruminal del 4cido linoleico (Pérez, 2011).

e La suplementacion con lipidos protegidos de la degradacion ruminal en vacas de alto
potencial de produccién en primer tercio de lactancia, es una alternativa que permitiria incrementar
la concentracién energética de las raciones reduciendo el riesgo de acidosis (Pérez, 2011).

e  Ademais de las cuestiones inherentes a la formulacién de las raciones, es importante
considerar también aspectos relacionados al racionamiento que pueden alterar los patrones de
consumo Yy la estabilidad del pH ruminal a lo largo del dia (Bretschneider, 2009; Pérez, 2011).
Algunos de ellos son: espacio de comedero (se recomienda > 70 cm/vaca); tiempo de acceso a la
racion; consistencia en el suministro diario de las raciones (contenido de MS, proporcién de cada
alimento en la mezcla, uniformidad de mezclado); etc.
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INTRODUCCION

Un aspecto central de la lecheria y la ganaderia de la Reptiblica Argentina es la utilizacion de
forrajes conservados para equilibrar las deficiencias estacionales de la oferta forrajera de las pasturas
y pastizales, corregir desbalances nutricionales y disponer de una fuente de alimento durante los
momentos de escasez de forraje (Castignani et al., 2005).

En las cuencas lecheras de Argentina, los ensilados de pasturas son predominantemente de
alfalfa (Medicago sativa) (Bragachini et al., 2008). El ensilado es un método de conservacion de
forrajes que se basa en la fermentacidn que las bacterias del 4cido lactico (BAL) propias del material
a ensilar (BAL nativas) realizan en condiciones anaerdbicas; durante la cual los hidratos de carbono
solubles son transformados en 4cidos orgénicos, principalmente acido lactico. Como resultado,
disminuye el pH y asi se conserva forraje por mas tiempo (Driehuis y Elferink, 2000). En el caso de
la alfalfa, el valor de pH generalmente no desciende de 4,5-5 debido al alto contenido de proteinas de
esta leguminosa que actda como tampo6n dificultando su disminucién (Jahn, 1999). La caida del pH
permite la conservacién y aumenta la estabilidad aerdbica del ensilado una vez que éste es abierto
para alimentar al ganado, ya que previene la multiplicacidn de clostridios y la germinacién de esporas
de hongos y levaduras que deterioran el ensilado y disminuyen su aptitud para el consumo animal
(Duniére et al., 2013; Fulgueira et al., 2007).

Sin embargo, las condiciones a campo no siempre favorecen la multiplicacién de las BAL
nativas o incluso cuando se desarrollan a veces no logran la disminucién del pH hasta los valores
recomendados. Es por esto que la aplicacion de aditivos bacterioldgicos (inoculantes) para ensilaje
se ha convertido en una herramienta estratégica para controlar el proceso de ensilado (Leroy y De
Vuyst, 2004; Bragachini ef al., 2008). A pesar de esto, en muchas ocasiones las BAL nativas afectan
la eficacia con que se establecen las BAL inoculadas porque compiten con éstas (Leroy y De Vuyst,
2004). El objetivo del presente trabajo fue evaluar durante dos afos consecutivos el efecto de los
cultivos iniciadores comerciales en base a bacterias lacticas sobre la fermentacion, las caracteristicas
fisicoquimicas y la estabilidad aerdbica del ensilado de alfalfa.

MATERIALES Y METODOS

1. Confeccion de los microsilos de alfalfa
El ensayo se llevd a cabo durante dos afios consecutivos en los meses de otofio porque en esta
época del afio las condiciones agroecoldgicas impactan negativamente sobre el desarrollo y la
actividad fermentativa de las BAL nativas, por lo que es recomendable el uso de un inoculante
bacterianos comerciales para asegurar la calidad del ensilado. Se confeccionaron microsilos con
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alfalfa que llevaba al menos dos afios de implantada. Las plantas de alfalfa fueron cortadas con
equipamiento de campo estandar, se las dejo expuestas al aire durante 12 horas para lograr un
contenido de materia seca de 40 % y finalmente se las tritur6.

La alfalfa fue dividida en tres lotes correspondientes a un tratamiento testigo sin inocular (T)
y dos tratamientos con inoculantes comerciales en polvo: (SMP) Silobac MP® (CHR Hansen) y (LS)
LactoSilo® (BASF). Los inoculantes fueron hidratados con agua libre de cloro siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante y se los dejé activar durante 20 min a temperatura ambiente (20-25
°C), agitdndolos cada 3 min para su mejor homogeneizacion. La solucion de cada inoculante se colocé
en un aspersor manual limpio con el cual se rociaron los lotes de alfalfa correspondientes. Los
inoculantes fueron adicionados en el material fresco a razén de 2 g/t y 9 g/t de SMP y LS,
respectivamente. Cada lote fue mezclado constantemente durante la aplicacion para lograr una
adecuada distribucion del producto y luego se los dejé reposar 10 min antes de comenzar el armado
de los microsilos. Estas dosis son las recomendadas por el fabricante para obtener en el ensilado de
alfalfa una poblacion de BAL inicial entre 5x10° y 1x10% UFC/g.

La confeccion de los microsilos se realizd colocando la alfalfa dentro de recipientes plasticos
donde fue compactada para disminuir la presencia de aire. De esta manera, con cada lote se
conformaron 15 microsilos de alfalfa de 15 kg cada uno, los cuales fueron cerrados herméticamente
para evitar el ingreso de aire durante el proceso fermentativo. Esta cantidad de microsilos permiti6 la
toma de muestras de cada ensayo por triplicado durante la fermentacion.

2. Fermentacién de los microsilos de alfalfa

El proceso fermentativo y la concentraciéon de BAL en los microsilos se siguieron mediante
la determinacion del pH y el recuento de BAL, respectivamente. Para ello, se abrieron los microsilos
de alfalfaalos 0O, 1, 2, 3 y 30 dias de fermentacion. Una vez abierto el microsilo, se lo vacid y se tomd
una muestra de la parte media del ensilado. Se descart6 la porcién en contacto con el fondo del
recipiente que pudiese haber estado afectada por los cambios de temperatura y la parte superior que
estaba en contacto con la tapa, donde la anaerobiosis pudiese no ser total durante el proceso. Ademas
se realiz6 el andlisis fisicoquimico, el recuento de los microorganismos alteradores (clostridios
gasogenos, hongos y levaduras) y la cuantificacion de 4cidos grasos volétiles (acido lactico, 4cido
acético y acido propidnico) a los 30 dias y luego de tres dias de abierto el ensilado para evaluar su
estabilidad aerobica.

2.1. Recuento de bacterias del acido lactico y microorganismos alteradores

Para el recuento de BAL se pesaron 8 g de ensilado y se los colocd en la bolsa para
homogeneizador Stomacher® 80 Biomaster (LabSystem, England), en la que se agregaron 72 ml de
citrato de sodio al 2 % para obtener una dilucién 10", Esta se homogeneizé durante 5 min a velocidad
media y luego se tom6 1 mL para realizar diluciones decimales seriadas hasta 10 en agua peptonada.
Las dos tltimas fueron sembradas en la superficie de placas con agar MRS (OXOID) con natamicina
al 0,1 % e incubadas en microaerofilia (10 % de diéxido de carbono) a 37°C durante 48 h. El recuento
se llevo a cabo en las placas que tenian entre 30 y 300 colonias, obteniéndose de esta manera el
nimero de microorganismos viables (expresado en unidades formadoras de colonias, UFC/g).
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El recuento de microorganismos alteradores se realizé en muestras de ensilado a los treinta
dias de proceso. Luego se dejaron estos ensilados abiertos durante 3 dias a temperatura ambiente para
que esté en contacto con el aire como ocurre a campo cuando se alimenta el ganado. Luego se tomd
una muestra para evaluar microbioldgicamente si estas condiciones afectan la estabilidad aerdbica
del ensilado. El recuento de hongos y levaduras se llev a cabo por siembra en placas con medio WL
agar (OXOID) que fueron incubadas a 30 °C durante 48-72 horas. El recuento de clostridios
productores de gas se realiz6 empleando la técnica de nimero méas probable (NMP) por siembra en
leche descremada con 10% solucién de Annibaldi. Los tubos fueron sellados con un tapén de
vaselina/parafina y las muestras fueron dejadas 10 min a 80°C para eliminar las células vegetativas y
activar las esporas de los clostridios (Gaggiotti et al., 2006). Los tubos se incubaron a 37 °C durante
48 h. Se considerd positivo todo tubo que mostr6 desplazamiento del tapon por la produccién de gas
y el resultado se expresé como NMP/g.

2.2. Analisis fisico-quimico del ensilado

Los analisis fisicoquimicos de rutina para los ensilados (pH, materia seca, proteina bruta y
nitrégeno amoniacal) se llevaron a cabo utilizando las técnicas propuestas por el Programa para el
Mejoramiento de la Evaluacion de Forrajes y Alimentos (PROMEFA) del Centro de Investigacion y
Servicios en Nutriciéon Animal (CISNA) de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos
Aires (Jaurena y Wawrzkiewicz, 2009). Estos andlisis se complementaron con la determinacion de la
concentracion de dcidos grasos volatiles (dcido lactico, acido acético y acido propidnico) por métodos
de cromatografia liquida (Sanchez-Machado et al., 2008).

2.3. Anilisis estadistico

El anélisis estadistico de los datos fue realizado con el software InfoStat/Professional version
2011p (Estadistica y Diseflo, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Cérdoba, Argentina). La
homogeneidad de la varianza y la normalidad de los residuos de los datos obtenidos fueron
verificadas. El Andlisis de la Varianza (ANOVA) seguido por el Test LSD Fisher para diferenciar
entre las medias de los datos, fue utilizado para evaluar las diferencias significativas entre las medias
de los datos obtenidos en los andlisis quimicos. Los datos obtenidos para el recuento de
microorganismos alteradores fueron transformados, pero no cumplian con los supuestos de
homogeneidad de la varianza y la normalidad de los residuos, por lo que sus medias se compararon
utilizando el método no paramétrico de Kruskal-Wallis. El nivel de significancia considerado para
todos los andlisis fue de p< 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante 2014 y 2015 se confeccionaron en los meses de otoflo microsilos de alfalfa que fueron
tratados con inoculantes bacterianos comerciales para evaluar el efecto que los mismos tienen sobre
el proceso fermentativo, las caracteristicas fisicoquimicas y la estabilidad aerdbica del ensilado.

El recuento inicial de BAL nativas fue de aproximadamente 5x10° y 5x10* UFC/g en 2014 y
2015, respectivamente. En cuanto a los ensilados de alfalfa inoculados en ambos afios, el recuento
inicial de BAL en todos los casos estuvo entre 5x10° y 1x10% UFC/g que es la cantidad recomendada
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para asegurar el inicio de la fermentacién. En todos los ensayos realizados en 2014 y 2015, la
poblacion de BAL aumenté durante los primeros 3 dias hasta alcanzar una concentracion de 10°
UFC/g que se mantuvo constante durante todo el ensayo (Figura 1). Generalmente los ensilados
confeccionados en primavera tienen mayor calidad debido a que la concentracion de azicares en la
planta es mas elevada y a que el desarrollo de las BAL se ve favorecido por las condiciones
ambientales. Los ensilados que se confeccionan en verano tienen calidad regular a causa de que el
pasto se seca muy rapidamente por lo que no hay tiempo suficiente para un buen desarrollo de las
BAL, lo que provocaria ciertas dificultades en la fermentacion. Los ensilados de otofio son los de
peor calidad porque en esta época se combinan tres condiciones desfavorables como son la frecuencia
de lluvias de la época que impide que el material se seque en forma pareja, la atin menor concentracion
de azidcares en la planta y las bajas temperaturas que no permiten un buen desarrollo bacteriano
(Bragachini et al., 2008). El uso de inoculantes en 2015 permiti6 corregir la escasa presencia de BAL
que habfia al principio de la fermentacién como consecuencia del efecto adverso de las condiciones
agroecoldgicas sobre la poblacion de BAL nativas, y asi eliminar una variable que pudiera afectar la
calidad del ensilado.

La actividad fermentativa del inoculante SMP fue afectada por la concentracién inicial de
BAL nativas. La concentracion de BAL nativas cercana a la del inoculante (1x10° UFC/g) al inicio
de la fermentacidn, hizo que el pH se mantuviera constante durante 24 h antes de comenzar a
descender en 2014; mientras que la caida del pH fue inmediata en 2015 cuando la poblacién de BAL
nativas fue 20 veces mis baja que la del inoculante al momento de comenzar la fermentacion. En
ambos afios se observo que SMP produjo el mayor descenso de pH durante los primeros tres dias,
siendo este valor de entre 1 y 1,2 con respecto al valor inicial (Figura 1). El pH desciende otros 0,4-
0,5 puntos hasta el final del proceso donde el valor de pH es de aproximadamente 4,7 en ambos afios
(Figura 1y Tablal).
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Figura 1. Recuento de bacterias del acido lactico y analisis de pH durante el proceso
fermentativo de ensilados de alfalfa sin inocular (Testigo =T) y en aquellos tratados con los
inoculantes comerciales Silobac MP® (SMP) y LactoSilo® (LS), durante 2014 (A) y 2015 (B).
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Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de los ensilados de alfalfa al inicio y al final del proceso fermentativo (30 dias) llevado a cabo sin inocular
(Testigo) e inoculando con diferentes cultivos iniciadores de bacterias lacticas comerciales (Silobac MP® y LactoSilo®), durante 2014 y 2015.

2014 2015
.. Final .. Final
Inicial . . . Inicial . . .
Silobac MP | LactoSilo Testigo Silobac MP | LactoSilo Testigo
pH 6,38%0,07 | 4,760,13* | 4,71+0,01* | 4,70=0,08* 6,08+0,07 | 4,70+0,13* | 4,99+0,11° | 4,98+0,08"
NH3/NT! (%) ND 10,262,722 | 8,11+0,94* | 9,32+2,422 ND 11,55+3,43% | 13,37£2,912 | 10,68+2,15?
Materia seca (%) 40,68+0,70 | 39,27+0,82 | 40,710,852 | 39,20+1,03? 41,10+0,45 | 40,47+0,17% | 40,87+0,33" | 40,28+0,352
Proteina bruta (%) 20,600,78 | 21,140,812 | 20,57%0,94* | 20,22+0,55% 21,96+0,80 | 21,61+0,18* | 21,31+0,29* | 21,40+0,232
Acido lactico? (%) ND 5,38+2,04% | 6,61£1,71%> | 9,21+1,74° ND 4,93+0,64* | 4,97+0,74* | 6,50%1,402
Acido acético? (%) ND 1,82+0,44* | 1,32+0,13* | 1,57+0,19° ND 1,47+0,25* | 1,60+0,36* | 2,070,232
Acido propiénico? (%) ND 0,34+0,07* | 0,39+0,06* | 0,58+0,08° ND ND ND ND

'Referencias: NH3/NT: amoniaco/nitrégeno total. ND: No detectado.
2Expresado en base seca.

®[os datos son medias de tres réplicas + desvio estandar. Los nimeros con diferentes letras dentro de una misma fila difieren con un p<0,05 (LSD de
Fisher).
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En cuanto al inoculante LS se observé un comportamiento similar al del testigo sin inocular
(T) durante todo el ensayo, el cual se repiti6é durante los dos afios evaluados. Resultados similares se
observaron en ensayos previos, donde las BAL del inoculante LS no pudieron dominar la
fermentacion y recién fueron aisladas del ensilado a los 30 dias del proceso fermentativo (Cristiani,
2015). En ambos afios, en los ensilados LS y T, la actividad fermentativa comenz6 entre 1y 2 dias
después que estos fueron confeccionados. Al dia 3 del ensayo de 2014, el pH habia descendido entre
0,7 y 0,4 puntos en los tratamientos LS y T, respetivamente (Figura 1A). En 2015, el pHen LSy T
presentd una disminucion para ese mismo periodo de 0,4 y 0,3 puntos, respectivamente (Figura 1B).
Al final del proceso fermentativo, ambos tratamientos (LS y T) alcanzaron un valor de pH de 4,7 en
2014 y 5 en 2015 (Figura 1 y Tabla 1). Esta diferencia interanual pudo deberse a que la poblacién
inicial de BAL nativas fue mas elevada en 2014 que en 2015, lo que le permitié dominar rapidamente
la fermentacién y lograr una mayor disminucién de pH. Jahn (1999) indica que la concentracién de
BAL en el ensilado debe ser de al menos 10° UFC/g para que el pH comience a descender rapidamente
y asi se reduzcan las pérdidas de la calidad nutricional del ensilado.

La dinadmica de crecimiento, la supervivencia y la actividad bioquimica que presenten los
microorganismos en los alimentos dependen de las respuestas de los mismos ante las condiciones de
estrés a las que son sometidos durante la fermentacién, de su capacidad de colonizar la matriz
alimentaria, de su crecimiento con una distribucién espacial heterogénea, y de las interacciones
célula-célula que ocurren a menudo en una fase s6lida (Giraffa, 2004). El niimero inicial de BAL
nativas en el ensilado es un factor que puede afectar la preservacion del ensilado y su poblacién puede
ir de 5x10* a 2x107 UFC/g (Harpster et al., 1985; McAllister et al., 1998; Filya et al., 2007). Las BAL
del inoculante SMP compitieron con las BAL nativas y dominaron rapidamente el proceso
fermentativo logrando en menos tiempo la estabilidad microbiolégica del producto, mientras que el
inoculante LS no logré imponerse en el ensilado.

Los valores de las caracteristicas fisicoquimicas del ensilado corresponden a las de un ensilado
de buena calidad que no sufri6 degradacidn proteica. En la mayoria de los tratamientos evaluados en
2014 y 2015, no se observaron diferencias significativas para los valores de 4cidos grasos volatiles.
Solo la concentracion de acido lactico cuantificada en el tratamiento T fue significativamente mayor
a la de los ensilados inoculados con SMP en 2014. Esta diferencia pudo deberse a la elevada
concentracion de BAL nativas en el material a ensilar, mientras que en el tratamiento donde el
inoculante LS coexiste con las BAL nativas se obtuvo un valor intermedio de acido lactico (Tabla 1).

Los valores de pH en los ensilados obtenidos en 2014 y 2015 estuvieron entre los valores de
4,5-5 sugeridos por Jahn (1999) para lograr la estabilidad microbioldgica del ensilado de alfalfa
(Tabla 1). Los microorganismos alteradores de los ensilados estin presentes naturalmente en la
alfalfa. Los hongos y levaduras se multiplican durante las primeras fases del ensilado hasta que su
crecimiento se inhibe porque el ambiente se vuelve anaerébico y el pH desciende. Si el pH no
desciende rapidamente o el valor alcanzado al final del proceso no es lo suficientemente bajo, una
vez que el ensilado se abre, las los hongos y las levaduras comienzan a crecer utilizando los acidos
organicos. Esto produce un aumento de pH y etanol, una disminucién de la materia seca e incrementa
el riesgo de produccidon de micotoxinas; lo que implica tanto una pérdida del valor nutricional del
ensilado como un riesgo para la salud tanto humana como animal (Driehuis y Elferink, 2000; Duniere
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et al., 2013). Estudios previos en ensilados de alfalfa realizados en nuestro pais por Gaggiotti y otros
(2001 y 2006), indican que los mismos presentan elevadas concentraciones de microorganismos
patégenos y/o alteradores (hongos productores de micotoxinas y clostridios gasdgenos). En el
presente trabajo, la concentracion de hongos y levaduras y de clostridios gaségenos en todos los
tratamientos fue <10* UFC/g y <100 NMP/g, respectivamente. El escaso desarrollo de
microorganismos alteradores observado pudo estar relacionado con el rapido crecimiento de las BAL
que generd anaerobiosis y el valor de pH <5 en los ensilados al final del proceso. Considerando los
criterios de calidad para ensilajes de Italia y Francia, estos valores de recuento de clostridios
gasogenos corresponden a ensilados de Optima y muy buena calidad, respectivamente (Bottazzi,
1983; Coussi, 1988). Todos los pardmetros fisicoquimicos y microbiolégicos evaluados se
mantuvieron constantes aun cuando los ensilados estuvieron abiertos durante tres dias, lo que indica
que los mismos poseen una adecuada estabilidad aerébica (datos no mostrados).

En trabajos previos donde se evalu6 el uso de cultivos iniciadores (inoculantes) en matrices
complejas como carne y vino, se ha observado que el éxito de la fermentacion depende de los
microorganismos inoculados como asi también de las caracteristicas del sustrato a fermentar
(Gockowiak y Henschke, 2003; Giraffa, 2004; Leroy y De Vuyst, 2004; Massera et al., 2009).
Nuestros resultados indican que los productos fermentados son matrices complejas donde
interaccionan tanto sus caracteristicas fisicas (temperatura, pH, etc.) como bioldgicas (nutrientes,
biota nativa, dcidos orgéanicos, etc.) pudiendo provocar una inhibicidn parcial o total del crecimiento
y de la capacidad fermentativa de las BAL inoculadas. Es necesario llevar a cabo el estudio de cada
cultivo iniciador comercial en la matriz que se desea fermentar para comprender de qué manera los
diferentes factores que la componen afectan a los microorganismos, y asi asegurar su implantacion y
las caracteristicas del producto.

CONCLUSIONES

Las condiciones agroecoldgicas actian sobre el cultivo de alfalfa de manera tal que afectan la
concentracion inicial de BAL nativas y no aseguran que dicha concentracidn sea lo suficientemente
elevada como para que éstas inicien rapidamente el proceso fermentativo y logren descender el pH
hasta un valor 6ptimo. A su vez, el ensilado de alfalfa es una matriz compleja donde los diferentes
factores que la componen interaccionan de manera tal que afectan el proceso fermentativo llevado a
cabo por los microorganismos inoculados y las caracteristicas fisico-quimicas del producto. En este
sentido, las BAL propias del ensilado de alfalfa afectan de manera diferente la capacidad para dominar
y llevar a cabo la fermentacion de los distintos inoculantes bacterianos, por lo que se hace necesaria
la evaluacion de los mismos en cada ambiente para encontrar el que mejor se adapte al mismo.

Finalmente, la aplicacién de inoculantes comerciales capaces de competir con la biota nativa
reduce el riesgo de demoras en la fermentaciéon como consecuencia de la baja concentracion inicial
de BAL que puede ocurrir en condiciones agroecoldgicas mas desfavorables como suele ocurrir
durante el otofio. El inoculante adecuado es aquel capaz de dominar el proceso fermentativo y reducir
rapidamente el pH para evitar el desarrollo de microorganismos alteradores dindole estabilidad
aerdbica al ensilado de alfalfa.
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UNIDAD DE PRODUCCION DE LECHE INTENSIVA
SINTESIS HISTORICA 1981-2009 Y RESULTADOS OBTENIDOS A PARTIR

DE LAS INCORPORACION DE LAS CRUZAS
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ROMERO, L.

!INTA EEA Rafaela. Ruta 34 km 227, Rafaela, Santa Fe, Argentina;
* Autor de contacto: vera.milba@inta.gob.ar.

INTRODUCCION

La Unidad de Produccién de Leche Intensiva (UPLI) est4 ubicada en la Estaciéon Experimental
Agropecuaria (EEA) del INTA de Rafaela, en el centro oeste de la Provincia de Santa Fe (lat. Sud:
31°12', Long Oeste: 61°30" a 99msnm). Desde que fue creada, en el afio 1981, pasé por la aplicacion
de diferentes modelos de produccidén con la finalidad de determinar la eficiencia y la rentabilidad de
un sistema de produccion de leche, resultantes de la integracién de técnicas de manejo (Calcha y
otros, 1994; Gallardo y otros, 1998). Distintos planteos de intensificaciéon fueron modificando
algunos componentes y caracteristicas del sistema a través de los afios (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas mas destacables de los procesos de intensificacién de la Unidad de
Produccién de Leche Intensiva — UPLI (Tieri y otros, 2014)

Tivo d Diet Produccion C Productividad
Ciclo 2| pvipec | individual | o VEL L LmaVTato Tipo de sistema
anima TEE | wivordia) a kgSU/haVT/afio
1981-1987 Holando 82:8:10 17 1,5 6.980 litros Pastoril de baja
suplementacién con
pariciones continuas
1988-1993 Holando 80:10:10 19,5 1,6 8.540 litros Pastoril de baja
Transicién a suplementacién con
70:10:20 pariciones continuas
1994-1998 Holando 40:30:30 24 2,2 15.400 litros Pastoril de alta
1015 kg SU suplementacién con
pariciones bi-
estacionales
2000-2006 Lineas puras 75:10:15 23 2,2 14.800 litros Agricola-tambero
Holando (H), y 1.090 kg SU Pastoril de alta
Jersey (J) y 40:30:30 Sup lementaci.(’)p en
otofio con pariciones
cruzas HxJ bi-estacionales
2007-2009 Cruzas HxJ 60:10:30 23 2,6 17.400 litros Pastoril de alta
1.300 kg SU suplementacién con
pariciones bi-
estacionales

FV:FC:C Forraje verde: forraje conservado: Concentrado; VT = vaca total; SU = Sélidos ttiles
(GB+PB), L/haVT/aio= litros de leche producidos por unidad de superficie (hectirea vaca total) en
el afio, Kg SU/haVT/ afio= kg de s6lidos ttiles producidos por unidad de superficie en el afio, Calcha
y otros (1982); Andreo y otros (1992); Gallardo y otros (1996); Comerén y otros (2007) y Baudracco
y otros (2011).
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Entre 1981 e inicios de la década del *90, la UPLI funcion6 como un sistema pastoril con
bajo nivel de suplementacion, utilizando pasturas de base alfalfa, de base achicoria y avena en
pastoreo directo, y suplementando con heno y grano de sorgo (20% de la MS total) (Calcha y otros,
1982). Luego se fueron introduciendo cambios en la dieta, incorporando otros alimentos como: a)
silaje de maiz o sorgo, que permitié sostener una carga mayor y/o mis estable, b) subproductos
(semilla de algodon, afrechillo de trigo, expeler de soja y girasol) o balanceados formulados. Todos
estos alimentos sumados a la pastura de alfalfa y el heno, permitieron mejorar la calidad de la dieta
ofrecida. Segiin Andreo y otros (1996) el paquete tecnoldgico aplicado permiti6 alcanzar niveles de
productividad aceptables. El sistema respondi6 a la demanda tecnoldgica de la época y contribuy6 al
mejoramiento de los establecimientos lecheros de la region.

Desde inicios de la década del 90, la dieta sigui6 siendo modificada para responder a los
mayores requerimientos de los animales en cuanto al aporte y balance de nutrientes, llegando a
mantener una proporcién de alrededor del 33% por cada “grupo” de alimento: forrajes conservados
(silaje+heno), concentrado (subproductos+cereales), forraje fresco (alfalfa, verdeos). Se realiz6 una
importante inversion para la reestructuracion del tinglado de ordefie y se introdujeron estrategias de
manejo que trataron de mejorar la eficiencia de utilizacién de los recursos (especialmente pasturas) y
la sincronizacion en el aporte de los nutrientes (proteina, energia, FDN efectiva). Un ejemplo es el
uso del mixer y distribucidn de una parte de la dieta, preoreo con aprovechamiento directo de andanas
y el manejo diferencial segtin lotes de animales y/o estacion del afio (Gallardo y otros, 1996). Gallardo
y otros (1998) concluyeron que con procesos e insumos poco variables la productividad fue
aumentando sustancialmente a través de los afios, en gran medida como consecuencia de una
planificacion y control cada vez mas ajustados de las principales tecnologias de proceso.

A partir del 2000 se replantearon los objetivos de la unidad en la biisqueda de aumentar en
forma sostenida la eficiencia fisica (kg SU/ha VT/afio) y econdmica — financiera de la empresa e
incrementar la calidad composicional de la leche producida. Para ello se introdujeron estrategias de
tipo comercial (agricultura y tambo), racial (Holando y cruzas HxJ), reproductiva (pariciones bi-
estacionadas con alternancia de grupos raciales) y alimenticia (dietas segtin época del afio: otofio
40:30:30 y primavera 75:10:15). Se aplicé un cruzamiento dialélico alterno rotacional con el objetivo
de mantener en generaciones sucesivas, parte de la heterosis lograda en la primera generacion. Luego
de varias generaciones todos los animales serian 67% H: 33% J o 67% J: 33% H dependiendo de la
generacion. Esto trajo como consecuencia el mejoramiento de la composicidén quimica de la leche,
del desempeiio reproductivo y de la eficiencia productiva general de los animales en comparacion
con las razas puras (Vera y otros,2008). El esquema de cruzamiento para dos razas se muestra en la
Figura 1.
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vaca toro
100% Holando \ 100% Jersey
Cruza F1 toro
50% Holando-50% Jersey 100% Holando
100% heterosi‘s/
Cruza F2 toro
75% Holando-25% Jersey 100% Jersey
50% hciterosis
Cruza F3

37,5% Jersey-62,5% Holando
75% heterosis

Rodeo cruza

67% Holando-33% Jersey  33% Holando-67% Jersey

67% heterosis

— T —

Figura 1: Cruzamiento rotacional alterno Holando — Jersey

RESULTADOS 2000 a 2006 — Incorporacion de la cruza al sistema de produccion

En el periodo 2003 a 2006 se realiz6 la evaluacion de las lineas puras y sus cruzas (F1 y F2).
En la Tabla 2 se presentan los resultados. La F1 presentd heterosis con respecto a la media de ambos
parentales (lineas puras contemporaneas Holando y Jersey). La F2 mantuvo los valores de produccion
cercanos o levemente mayores a la media de las razas puras, pero no menores al parental de menor
valor (Vera y otros, 2008). Se observo efecto de afio y época de parto (datos no presentados) sobre la
produccioén de litros de leche (litros), gramos de grasa (g GB), gramos de proteina (g PB), porcentaje
de grasa (%GB) y porcentaje de proteina (%PB) (Cuatrin y otros 2009).

Tabla 2. Promedios y desvios (entre paréntesis) de produccion de leche (litros/VO/dia), grasa (g y
% GB) y proteina (g y % PB) del periodo 2003-2006 en la Unidad de Produccién de

Leche Intensiva (UPLI)
H J F1 F2 Media (Hy J)
litros/VO/dia 22,6(6,3) 16,5(5,1) 19,7(6,1) 18,7(5,1) 19,6
g GB 793,9(241,2) 702,2(259,4) 805,1(258,6) 757,4(203,5) 748,1
g PB 734,8(197) 600,4(198,7) 716,4(214,7) 665,1(179,6) 667,6
% GB 3,5(0,6) 4,4(0,9) 4,2(0,8) 4,1(0,9) 4,0
% PB 3,3(0,4) 3,8(0,5) 3,7(0,5) 3,6(0,5) 3,5

La eficiencia reproductiva del sistema, entre 2004 y 2006, se evalu6 segin los pardmetros
reproductivos del InCalf Project, Dairy Research and Development Corporation (DRDC) de Australia
(Tabla 3). El bloque de pariciones de otofio (febrero, marzo y abril) estaba compuesto por vacas
Holando, mientras que el de primavera (julio, agosto y setiembre) por la misma proporcion de
Holando y cruzas (F1 y F2).
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Tabla 3: Tasa de concepcidn a primer servicio (TC 1ra IA), tasa de concepcion general (TCG),
porcentaje de inseminacidn en las tres primeras semanas de servicio (% IA 3S), porcentaje de
preiiez a las seis semanas de iniciado los servicios (% P 6S) y porcentaje de prefiez general (% PG)

en primavera y otofio.

Primavera Otoino
Cruzas Holando Total Holando
TC 1ra IA 44,0 40,0 43,2 38,5
TCG 50,0 45,7 48,7 47,5
% IA 3S 84,0 50,0 70,0 66,3
% P 6S 60,0 41,0 52,7 52,0
% PG 88,0 72,0 83,0 86,7

El rodeo de cruzas tuvo mejores desempeiios reproductivos que el Holando en los partos de
primavera. Sin embargo, en otofio las vacas Holando tuvieron una eficiencia similar a las cruzas de
primavera. En este sentido, se percibid la influencia de la estrategia alimenticia (nivel de
suplementacion), favorable para el Holando en otofio y no asi en primavera donde se observé un
mejor comportamiento de las Cruzas con una mayor proporcion de pasto en la dieta (Comerén y otros,
2006).

RESULTADOS 2007 a 2009:

Entre el 2007 y el 2009 se desarroll6 un ensayo bajo la metodologia de “sistemas” que fijaba
3 niveles de carga y (1,6; 2,1 y 2,6 VT/haVT/afio) involucrando solamente vacas cruzas HxJ de
paricion inverno primaveral (Baudracco y otros, 2011). Se alcanzé una productividad méaxima de
17.400 litros/haVT/afio y 1.300 kg SU/haVT/a y una produccién individual levemente superior a los
7.000 litros/lactancia 305 dias con el 3,93 y 3,58 % de GB y PB, respectivamente. La dieta estaba
compuesta por un 60% de pasturas, 10% de silaje y heno y 30% de concentrado. La Tabla 4 expone
un resumen de los resultados productivos para los tres niveles de carga evaluados.

Tabla 4. Duracién de la lactancia (dias), produccion anual de leche y sélidos ttiles (SU= grasa
butirosa + proteina bruta) por vaca y por hectarea (kg), y peso vivo (kg) de vacas sometidas a una
carga animal de 1,6, 2,1 0 2,6 VT/haVT (promedio de los dos afios de ensayo).

Carga animal (VT/haVT)

1,6 2,1 2,6

Largo de lactancia (dias) 304 300 304
Productividad: Leche (kg /vaca/aio) 7.111 6.508 6.722
Sélidos ttiles (kg SU/vaca/aio) 525 486 503
Productividad: Leche (kg /hectarea/aio) 11.378 13.818 17.153
Sélidos qtiles (kg SU /hectarea/aio) 840 1.032 1.284
Peso vivo al parto (dia 1 de lactancia, kg) 472 473 463

Cambio de peso vivo durante lactancia (kg) 54 52 47
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En la Tabla 4 se observa que, a medida que se incrementa la carga animal, los animales
aumentan la eficiencia de cosecha (+13,2% mayor en carga alta que en carga baja), sin afectar en
forma significativa ni la produccién individual de leche, ni la de SU ni el consumo individual de
pastura (1,1 kg mas en carga baja que en alta). El desempefio reproductivo se evalud por medio del
porcentaje de inseminaciones artificiales (%IA) a la tercera semana, porcentaje de prefieces a las 6
semanas, porcentaje de prefieces al primer servicio y porcentaje de prefiez general. Los resultados se
muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Tasa de concepcidn a primer servicio (TC 1ra [A), porcentaje de inseminacion en las tres
primeras semanas de servicio (% IA 3S), porcentaje de prefiez a las seis semanas de iniciado los
servicios (% P 6S) y porcentaje de prefiez general (% PG) de vacas cruza (HxJ) sometidas a tres

niveles de carga animal (promedio de los dos afos de ensayo)

Carga animal (VT/haVT)
1,6 2,1 2,6
TC 1raIA 45 41 53
% IA 3S 74 80 73
% P 6S 69 66 60
% PG 77 85 75

Con el aumento de la carga animal se increment6 marcadamente el consumo de pastura (2.532
kg MS/ha mayor en carga alta que en baja), y el de concentrados consumidos (1.658 kg MS/ha mayor
en carga alta que en baja), la produccién de leche por hectarea efectiva y el ingreso neto del sistema
por hectérea total (primer afio analizado).

CONSIDERACIONES FINALES

La UPLI, a lo largo de su historia, ha dado informacién muy valiosa que no solo ha sido la
base de trabajos sucesivos, sino que también ha aportado al mejoramiento de la eficiencia de los
sistemas de produccién de leche de la zona. La combinacién e implementacién de estrategias, acordes
a los escenarios planteados en su momento, han resultado en el aumento de la rentabilidad del sistema
de produccion.

Desde la incorporaciéon de animales cruzas, los ensayos realizados han dado lugar a la
propuesta de intensificacion a través del aumento de la carga.
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MEJORAMIENTO GENETICO DE Panicum coloratum var. makarikariense
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INTRODUCCION

La expansion de cultivos extensivos (tales como soja, maiz, trigo y girasol) es un fenémeno
emergente tanto del cambio climatico, que ha ampliado la superficie potencial para su produccion,
como del interés econémico actual por los mismos. Como consecuencia la ganaderia se ha visto
expulsada hacia zonas marginales de menor aptitud productiva (Humphreys y col., 2011; Manuel-
Navarrete y col., 2009). La lecheria en particular, ha tenido reciente incremento en zonas no
tradicionales en Argentina, lo que impulsa la bisqueda de soluciones tecnoldgicas utilizadas en otros
paises con diferentes condiciones edafo-climéticas. En Brasil por ejemplo, el desarrollo de la lecheria
se ha basado tanto en el aumento del potencial genético del ganado, como en la disminucién de los
costos de produccidn, mayoritariamente a través de la utilizaciéon de pasturas de calidad. En este
sentido, la mayor parte de los forrajes cultivados en este pais son de los géneros Brachiaria'y Panicum
(Souza Sobrinho y Machado Auad, 2013). Estos pastos pertenecen a un grupo conocido como
megatérmicas, debido a su diferente metabolismo fotosintético (Sage, 2004). A su vez, estas especies
tienen crecimiento estival, toleran altas temperaturas y en general condiciones de sequia, salinidad y
otros estreses abidticos (Petruzzi y col., 2003).

Buenas productoras de forraje en cantidad y poseedoras de relativamente buena calidad, las
especies forrajeras megatérmicas presentan en general, problemas de implantacion, atribuidos
frecuentemente a baja calidad de la semilla (Moser, 2000). Por otra parte, uno de los factores que
podria determinar el éxito en el establecimiento de la pastura es el tamafio de la semilla (Young y
Tischler 1994). Varios programas de mejoramiento de diferentes especies de gramineas forrajeras se
han centrado en caracteres de la semilla, especialmente tamaifio y rendimiento (Wright, 1976; Abbott
y col., 2007).

Panicum coloratum es una especie perenne, estival, de polinizacién abierta y de origen
africano. En Argentina las variedades mas difundidas de la especie son: var. coloratum, comun en
suelos arenosos y tolerante a las heladas cuyo cultivar mas conocido es el “Klein” y la var.
makarikariense, adaptada a suelos arcillosos pesados, en areas con variabilidad climatica con ciclos
alternados de excesos hidricos y sequia, siendo su cultivar mas difundido el “Bambatsi”’. En USA,
donde se trabaj6 en la var. coloratum, los esfuerzos para mejorar la implantacion y la produccién de
semilla fueron exitosos, obteniéndose el cv. Klein-Verde, difundido en la regién pampeana semiarida
por su tolerancia a heladas, sequia y salinidad (Petruzzi y col., 2003).

El INTA EEA Rafaela cuenta con una colecciéon de germoplasma de ambas variedades que
han sido evaluadas en sus caracteristicas productivas y también en cuanto a su variabilidad genética
(Armando y col., 2013; 2015; Armando, 2014; Burgos, 2014). La evaluacién de germoplasma como
fuente de variabilidad constituye el primer paso antes de establecer un programa de mejoramiento
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genético (Vogel y Burson, 2004). En esta publicacion se resumen los avances realizados en varias
lineas de trabajo que se llevan a cabo para el mejoramiento genético de P. coloratum var.
makarikariense con diversos objetivos.

AUMENTO EN EL PESO DE SEMILLAS PARA MEJORAR EL VIGOR DE LA
PLANTULA

Estudios previos de nuestro grupo de trabajo determinaron que el porcentaje de germinacion
se relaciona positivamente con el peso de semillas de manera que el poder germinativo (PG) aumenta
por incremento en el peso de semillas hasta un peso umbral de 1.34 g por 1000 semillas (Tomas y
col., 2007). Por encima de ese valor umbral, el porcentaje de germinacion se estabiliza en 84%, no
alcanzéndose incrementos posteriores con mayores pesos de semillas. Con la expectativa de mejorar
la implantacién de la especie P. coloratum var. makarikariense mediante aumentos en el PG, nos
propusimos lograr un material con mayor peso de semillas que alternativamente posea un embrioén
mas vigoroso, para incrementar la posibilidad de lograr un buen inicio y desarrollo posterior de la
pastura.

Partiendo de una poblacion base formada por plantas de la coleccidon perteneciente a la EEA
Rafaela con un peso promedio de 1,2 g por mil semillas, se hicieron ciclos de seleccion recurrente
para aumentar el peso de las semillas. Para ello se seleccioné el 15% de las plantas que presentaban
mayor peso de semillas y se las aislé permitiendo el entrecruzamiento entre ellas. Este procedimiento
se repitié con sus progenies, obteniéndose asi una poblacion con un peso promedio de semillas de
aproximadamente 1,4 g por mil semillas (Giordano y col., 2013). De esta manera, el incremento por
seleccion obtenido fue cercano al 27%, teniendo en cuenta la variabilidad entre afios en el peso de
semilla por efecto ambiental.

La performance de las plantulas obtenidas a partir de nuestro material con peso de semilla
incrementado fue entonces comparada con la de plantulas nacidas a partir de semilla proveniente de
la poblacién base. Los resultados muestran que las plantulas del material seleccionado podrian lograr
una rapida implantacién dadas sus mejores caracteristicas en cuanto al peso de la plantula, el niimero
de hojas y la longitud total de raices adventicias a los 28 dias de la siembra respecto del material base
(Giordano y col., 2013). Estas caracteristicas mejorarian el éxito en el establecimiento de las plantulas
y consecuentemente contribuirian a lograr una buena implantacién de la pastura. Por ejemplo, las
plantulas del material seleccionado mostraron incrementos de 58% en el peso seco de la plantula,
35% de aumento en altura, 17% en nimero de hojas a los 28 dias de la siembra respecto de plantulas
obtenidas a partir del material base (Figuras 1 y 2). A su vez, las plintulas del material seleccionado
lograron aumentar 42 % su longitud total de raices adventicias respecto de las de la poblacion base,
siendo ésta una caracteristica estrechamente ligada a la aptitud de establecimiento de la plantula.

En cuanto a la produccién de forraje del material seleccionado, datos preliminares de ensayos
a campo durante el verano de la campafa 2010-2011 mostraron una elevada produccién de biomasa,
con un promedio de 7800 kg de materia seca’ha en un corte a los 28 dias desde el inicio del rebrote
en el mes de enero. En relacidn con el valor nutritivo del forraje, tuvo valores de proteina en hoja
cercanos al 18% con valores de digestibilidad del 55%. Este material fue inscripto en el registro
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nacional de cultivares como Kapivera INTA y en este momento se encuentra en proceso de
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Figura 1: Comparacion de a) la altura y b) el nimero de hojas entre plantulas de P. coloratum var.
makarikariense producidas a partir del material base (.) y de plantulas provenientes del material mejorado

B. Las mediciones, realizadas en condiciones de invernadero, se llevaron a cabo semanalmente a partir
de la siembra.
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Figura 2: a) Comparacion en peso seco y b) largo de raices adventicias entre plantulas de P.
coloratum var. makarikariense a los 28 dias después de la siembra bajo condiciones de invernadero, en
plantulas producidas a partir de semilla se material base (MB) y de material mejorado (MM).

SELECCION PARA AUMENTAR LA TOLERANCIA A LA SALINIDAD

La salinidad es una condicién del suelo caracterizado por la presencia de altas concentraciones
de sales solubles. Los suelos se consideran salinos cuando la conductividad eléctrica es de 4 dS/m
(Munns y Tester, 2008). La salinidad constituye un problema serio para la agricultura, reduce la
fertilidad de los suelos ya que limita la captura de nitrégeno por parte de las plantas (Irshad y col.,
2002). Este fendmeno no solamente altera los caracteres morfoldgicos y fisioldgicos, sino que reduce

112



INTA — ESTACION EXPERIMENTAL AGROPECUARIA RAFAELA.
INFORMACION TECNICA DE PRODUCCION ANIMAL 2016

el crecimiento de las plantas, afectando la fotosintesis, sintesis de proteinas, metabolismo de lipidos
y de energia (Parida y Das, 2005).

La exposicion de las plantas a la salinidad genera, también, estrés oxidativo caracterizado por
la produccién excesiva de especies reactivas del oxigeno (EAOs) que causan degradacion de la
clorofila y otros dafios que pueden resultar irreversible (Koyro y col., 2013). Esta problematica se
traduce en pérdidas para la produccién de forraje y conllevan eventualmente a reducir la ganancia de
peso por el animal.

En la coleccién de la EEA Rafaela nuestros estudios demostraron variabilidad genética para
la tolerancia a la salinidad tanto en germinacion como al estado de plantula (Cardamone y col., 2014;
2015). Ademas de estudiar paraimetros que nos indiquen el mecanismo de tolerancia a la salinidad en
la especie, nuestro objetivo es comprobar si es posible aumentar la proporciéon de genotipos maés
tolerantes por medio de la seleccion genética. Nuestros resultados demuestran una respuesta favorable
a la seleccién ya que comparadas con la poblacién base, las plantulas provenientes de la seleccidén
presentaron mayor peso en condicién salina a la vez que disminuyeron en menor medida su
crecimiento en salinidad con respecto a aquellas creciendo en condicidén no salina (Figura 3).
Actualmente continuamos evaluando los resultados de la seleccién recurrente por tolerancia a la
salinidad en P. coloratum var. makarikariense y se espera obtener un material promisorio que resulte
apto para incrementar la produccion de forraje de calidad en zonas afectadas por estrés salino. En los
mismos materiales, por otro lado, la variabilidad en secuencia de genes asociados a tolerancia a
salinidad estd siendo evaluada con el objetivo de poder describir algunos componentes de la base
genética de adaptacion y de relacionar haplotipos moleculares con el comportamiento fenotipico.
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Figura 3: Comparacion de P. coloratum var. makarikariense del material mejorado (MM) y el
material base (MB) a) peso seco de plantula creciendo en condicion salina de 200 mM de NaCl b) porcentaje
de dafio por salinidad con respecto al control.
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TECNOLOGIAS PARA DISMINUIR LA DEHISCENCIA DE LAS SEMILLAS

Actualmente, la produccién de semilla comercial de especies tropicales y subtropicales
perennes es un problema. Esto se debe a que las mismas conservan caracteristicas silvestres que
afectan la cosecha de semillas (Hacker y Loch, 1997), tales como los mecanismos de dispersion y el
tamafio muy pequefio de semillas (Hayes y col., 1989; Kennard y col., 2002; Cubero, 2003). La
domesticacion de muchos cultivos de cereales se dio con la eliminacién de los mecanismos de
dehiscencia, a través de seleccidn automatica de aquellas plantas que mantenian durante mayor
tiempo las semillas adheridas a la estructura reproductiva (Cubero, 2003). Sin embargo, la caida de
semilla sigue siendo el componente principal de la pérdida de rendimiento por la acumulacién de
genotipos dehiscentes en cultivos continuos por resiembra natural (Kennard y col., 2002). Las
respuestas positivas de la seleccion artificial alcanzada en algunas especies indican que la
domesticacion de un ideotipo es alcanzable a través del fitomejoramiento (Hayes y col., 1989).

Panicum coloratum, ademas de una escasa retencidon de semillas, posee una maduracion
desuniforme dentro de la panoja. Esto sumado a que la semilla cae casi inmediatamente luego de
alcanzada la madurez, ocasiona que se cosechen altas proporciones de semillas inmaduras y de bajo
peso (en relacién a peso promedio de la semilla madura). Las semillas inmaduras tienen bajos
porcentajes de germinacion, y las plantulas que nacen de ellas presentan menor vigor que las
provenientes de semillas maduras (Tischler y Ocumpaugh, 2004).

En la coleccion de la EEA Rafaela hemos detectado variabilidad genética en los caracteres
relacionados con la dehiscencia que permiten asegurar €xito si se realizara seleccion. Asi, se estim6
que con heredabilidades cercanas al 40% podria obtenerse un progreso genético superior al 25%
(Maina y col., 2011; Maina, 2012). Por otra parte, dado lo trabajoso de la medicion de la dehiscencia,
se estudid la co-variacion entre caracteres de mas facil medida con la caida de las semillas (Maina y
col., 2012). Desafortunadamente, nuestros resultados muestran que no seria posible la seleccion
indirecta para realizar una mejora para aumentar la retencion de la semilla en P. coloratum var.
makarikariense. En este momento, se estan llevando a cabo ciclos de seleccién recurrente para
retrasar la caida de semillas de manera de facilitar la cosecha de semillas de calidad en la especie.

Por otra parte, en el proceso de abscision de las semillas intervienen hormonas como el etileno
y las auxinas que inducen o reprimen la expresion de los genes involucrados en dicho proceso (Sexton
y Roberts, 1982; Roberts y col., 2002). Es por esto que estamos realizando estudios para evaluar el
efecto de hormonas y otros compuestos exdgenos que podrian utilizarse para retrasar la dehiscencia
de las semillas.

PERSPECTIVAS

A partir de lo descripto anteriormente, se pretende dar a conocer de manera breve los nuevos
conocimientos adquiridos hasta el momento y los futuros estudios que se realizarin sobre la especie
Panicum coloratum var. makarikariense.

El énfasis en mejorar genéticamente esta especie, se debe a sus buenos atributos como
forrajera y por su gran plasticidad de adaptacion en ambientes con condiciones desfavorables. A pesar
de las ventajas mencionadas, la especie estd pobremente difundida y es dificil conseguir semilla de
calidad. Nuestros estudios apuntan a lograr buenos materiales que ofrezcan forraje de calidad y en
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cantidad y de los cuales sea posible obtener semilla de calidad para lograr una buena y eficiente
implantacién de la pastura. De esta manera, esperamos que nuestros materiales se ofrezcan en el
mercado para consolidarse como una alternativa favorable para la ganaderia en zonas con limitantes
edafo-climéticas.
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INTRODUCCION

El género Melilotus comprende varias especies, algunas de las cuales son conocidas como
trébol de olor. En particular, M. albus o trébol de flor blanca y M. officinalis, de flor amarilla, son a
veces incluidas como variantes de la misma especie aunque varios autores afirman que son
genéticamente incompatibles.

Perteneciente a la familia de las leguminosas, las plantas de Melilotus son erectas, mas o
menos ramificadas y pueden alcanzar 1,5 m de altura. Muestran adaptacién a un amplio rango de
ambientes y son en general tolerantes a suelos alcalinos o salinos pero no soportan la sombra.

Los tréboles de olor fueron introducidos desde el centro de Europa y el Tibet. Ingresaron a
América del norte alrededor del afio 1670 aunque no claramente identificados. Se utilizaban para
estabilizar suelos muy erosionados y también como melifero pero su cultivo se increment6
notablemente al descubrirse su aptitud forrajera para ganado doméstico, especialmente en dreas con
bajo potencial productivo.

En Argentina, las especies de Melilotus fueron introducidas en varias ocasiones, pero los
eventos no quedaron debidamente registrados. Por su gran rusticidad, se esparcieron
espontaneamente llegando a naturalizarse en varias regiones donde es posible encontrarlas en los
bordes de las rutas (Rosso, 2014). Melilotus albus es la especie mas difundida y su semilla se
comercializa, muchas veces sin denominacién. Sin embargo, estan disponibles en el mercado
cultivares obtenidos producto del mejoramiento genético en Argentina y algunos programas se estan
llevando a cabo en la actualidad en varios centros del INTA y algunas universidades, como asi
también en empresas privadas.

La inclusiéon del género Melilotus en la cadena forrajera se realiza habitualmente en
consociaciones con gramineas, ya sea templadas o subtropicales, a las que agrega tenor proteico sin
perjudicar la produccién total de forraje (Bruno y col. 1983). En sistemas lecheros, el melilotus es
utilizado en rotaciones con sorgo y en asociacion con alfalfa. En lineas generales, el melilotus es
empleado en situaciones limitantes para el cultivo de alfalfa, ya sea por condiciones de anegamiento
o salinidad o por déficit de nutrientes. Sus ventajas destacadas son su alta produccion y ficil resiembra
y el aumento de valor nutritivo a la especie acompanante.

Desde INTA se ha propiciado el mejoramiento genético de M. albus por considerarse una
especie clave para los sistemas ganaderos de zonas con limitantes, dada su amplia distribucién en el
territorio nacional y por su capacidad de adaptacion a multiples ambientes. Especialmente en sistemas
lecheros, las plantas de Melilotus pueden aportar forraje de calidad a la salida del invierno,
aumentando el contenido proteico cuando se utiliza con gramineas rdsticas que en general
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contribuyen con volumen. En esta revision, se resumen los esfuerzos en el mejoramiento genético de
M. albus de INTA con énfasis en los trabajos realizados en la EEA Rafaela.

PASOS PREVIOS AL MEJORAMIENTO GENETICO

Los genes que estan disponibles para su manipulacion a través del mejoramiento genético
convencional son aquellos que las especies acumulan a lo largo de su historia evolutiva, y eso incluye
la adaptacidon a condiciones diversas. Para comenzar un programa de mejoramiento es necesario
contar con germoplasma con un cierto grado de variabilidad genética. Dicho germoplasma suele estar
disponible para los mejoradores en diversas fuentes, por ejemplo, los bancos de germoplasma, ya sea
nacionales o del extranjero. En Argentina, el INTA cuenta con un Banco Activo de Germoplasma
organizado a partir de 1994 que se encarga de la conservacion de los recursos fitogenéticos de las
especies de interés para la produccién forrajera entre las que se encuentra M. albus (Rosso, 2014). De
las entradas ingresadas a este banco algunas corresponden a poblaciones colectadas (localmente
adaptadas) mientras que otras fueron recibidas de instituciones de todo el mundo. Ademas, el INTA
cuenta con una coleccién de 344 entradas de M. officinalis y M. albus provenientes de una coleccién
recibida desde el USDA (a través del Dr. Burson) en el banco de germoplasma EEA Guillermo Covas
del INTA en Anguil, La Pampa. Las mismas fueron catalogadas de acuerdo a su origen y a otras
caracteristicas morfoldgicas que tienen que ver con la forma de los foliolos, el porte de la planta, la
longitud de tallos y entrenudos, el ciclo y la floracién (Traverso y col., 2005).

Para el estudio y la cuantificaciéon de la variabilidad genética se han utilizado diferentes
marcadores, ya sea morfoldgicos, bioquimicos y/o moleculares. Estos diferentes enfoques han
mostrado amplia diversidad genética tanto entre especies del género Melilotus como entre ecotipos o
poblaciones dentro de especies (Winton y col., 2007; Aboel-Atta, 2009). Respecto a las colecciones
con las que se cuentan de Argentina, Ré y colaboradores (2014) reportaron una amplia variabilidad
en los ecotipos colectados a partir de poblaciones naturalizadas en los caracteres relacionados con la
eficiencia en el establecimiento al estadio de plantula como también en caracteres de importancia
agron6mica de la planta adulta como biomasa, proporcion de hoja y retraso de la floracién que permite
mantener la calidad de la pastura por més tiempo. Ademads, estos estudios determinaron valores
relativamente altos del grado de determinacion genética que indicaria que gran parte de la variacion
fenotipica observada es atribuible a la variacion genética. Resultados similares fueron obtenidos
comparando familias de medios hermanos crecidos en ambientes homogéneos donde la mayor parte
de la variacién fenotipica observada fue explicada por la variacién genética (Guercio y col., 2014;
Varea y col., 2014).

A partir de una coleccién de materiales naturalizados que fueron colectados en diferentes
condiciones ambientales, se inici6 un estudio de la variabilidad genética contenida en dicha coleccion,
con el proposito de cuantificarla y sentar las bases para un programa de mejoramiento genético. Para
ello, se realizaron andlisis de diferentes marcadores moleculares sobre el conjunto de 8 poblaciones
de la coleccion de INTA maés una accesion selecta de la FCA de la Universidad Nacional del Litoral
que resultaron igualmente informativos. Los resultados alentaron el inicio de un programa de
mejoramiento de la especie, dado que se demostré la existencia de amplia variacidon genética util para
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realizar la seleccion. Se determind que mas del 80% de la variacién se encuentra dentro de los
ecotipos, lo que coincide con el modo de reproduccién alégama de la especie (Rivero y col., 2015)

Por otra parte, y dado que M. albus se comenzé por la caracterizacién de ecotipos respecto a
la tolerancia a la salinidad a fin de detectar variabilidad para ser utilizada en procesos de seleccion.
Tomando como punto de partida una coleccion de 9 ecotipos naturalizados de M. albus se encontraron
diferencias entre poblaciones en el poder germinativo de las semillas frente a condiciones crecientes
de salinidad (De Marco y col., 2014). Estos estudios mostraron no s6lo que las semillas de M. albus
son capaces de germinar hasta concentraciones de 250 mM de NaCl (que se corresponde
aproximadamente a 25 dS.m!), sino también que gran parte de esa capacidad estaba regulada por
genes por lo que seria factible aumentar esa caracteristica luego de un proceso de seleccidn.
Asimismo, cuando dichas poblaciones fueron evaluadas en su respuesta al estado de plantulas, se
encontraron diferencias en la produccién de biomasa aérea y radical y en otros caracteres
morfoldgicos tanto en condiciones nativas como frente al agregado de concentraciones crecientes de
sal cuando crecian en hidroponia. Estos estudios demostraron ademéas que la capacidad de mantener
el crecimiento en una condicién salina, es decir, el grado de tolerancia, fue diferente entre
poblaciones, destacandose algunos materiales con mayor tolerancia que a la vez tuvieron alto
crecimiento en un medio no salino (Insaurralde y col., 2014). De forma complementaria, el anilisis
conjunto de los marcadores moleculares anteriormente citados con los marcadores funcionales,
permitié discriminar grupos de poblaciones que se diferenciaron por su tolerancia a la salinidad
(Tomés y col.,, 2015) asegurandose que esa diferenciacidén tendria base genética por lo que
constituirian la base para iniciar programas de mejora respecto de esta caracteristica.

OBJETIVOS DEL PLAN DE MEJORAMIENTO GENETICO

Basado en las mismas poblaciones de la coleccion de INTA se inici6 en 2011 un programa de
mejoramiento en M. albus con el objetivo de aumentar la produccion y calidad de forraje a través del
incremento en la relacion hoja: tallo y retrasar la floracién para prolongar el periodo de utilizaciéon de
la pastura, dado que la calidad de la misma disminuye notablemente por el engrosamiento de los tallos
que se produce cuando la planta comienza a producir flores. Este plan se coordina entre 4 estaciones
experimentales del INTA a fin de obtener un producto que resulte apto para un amplio rango de
condiciones ambientales. De este emprendimiento participan las experimentales de Manfredi
(Cordoba), Pergamino (Buenos Aires), Rafaela (Santa Fe) y Concepcién del Uruguay (Entre Rios).

Después del primer ciclo de seleccion se eligieron poblaciones por su mejor produccioén de
forraje y mejor relacion hoja: tallo. Las evaluaciones se realizaron posteriormente sobre planta
aislada, teniendo en cuenta la fecha de floracion, se seleccionaron las plantas de ciclo méas largo en
cada sitio. A partir de las plantas seleccionadas en cada localidad se sembraron familias de medios
hermanos en todos los sitios. Este proceso se repitié dos veces (afios consecutivos). Resultados
preliminares confirmaron la existencia de una gran interaccién genotipo x ambiente, lo que indicaria
que los diferentes materiales elegidos hasta el momento tendrian un comportamiento diferente de
acuerdo al lugar donde crecen (Ré y col., 2016). En este momento se estan llevando a cabo ensayos
en stand denso en todas las localidades a fin de determinar el potencial productivo de cada selecta y
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ya en las etapas terminales del proceso de mejoramiento, avizorando la pronta obtencién de nuevos
cultivares.

CONSIDERACIONES FINALES Y PERSPECTIVAS

El germoplasma de M. albus, obtenido en zonas con diferencias climaticas y edaficas, se ha
caracterizado mediante indicadores genéticos, morfoldgicos, y productivos. Dicho material fue
sometido a reiterados procesos de seleccion a fin de obtener lineas mejoradas en su nivel de
produccion, relacidon hoja: tallo y duracioén de ciclo (atraso de la floracion para mayor periodo de
aprovechamiento). El material disponible fue evaluado en relacion a su tolerancia a la salinidad, en
etapa de germinacion y estado de plantula con niveles crecientes de contenido de NaCl. De estos
ensayos se han obtenido materiales promisorios para la obtencién de material mejorado en dicha
caracteristica.

De forma complementaria, se encuentra en marcha un estudio para caracterizar la respuesta
de los materiales disponibles en funcidn de su tolerancia al estrés mixto (salinidad-alcalinidad).

En sintesis, la posibilidad de contar con un material mejorado de M. albus, adaptado a las
condiciones agro-ecoldgicas de la zona centro de Santa Fe permitird maximizar el aprovechamiento
de esta pastura que potencialmente puede incrementar el valor nutritivo de gramineas forrajeras
subtropicales que son muy productivas en suelos con limitantes. La incorporaciéon de Melilotus
complementaria la cadena forrajera con forraje de calidad a la salida del invierno, un momento que
resulta critico en el tipo de sistemas planteados.

BIBLIOGRAFIA

Aboel-Atta, A. 2009. Isozymes, RAPD and ISSR variation in Melilotus indica (L.) AIL and M. siculus (Turra) B. G.
Jacks. (Leguminosae). Academic Journal of Plant Sciences 2: 113-118.

Bruno, O.; Fossatti, J. y Quaino, O. 1983. Incorporacién de trébol de olor blanco en grama rhodes. P. animal 10, 333-341.
R.A.

De Marco, N.; Tomas, M. A.; lTacopini, M. L. y De Battista, J. P. 2014. Germinacién de diferentes ecotipos de Melilotus
albus y su respuesta al estrés salino. Congreso de la Red Argentina de Salinidad. Chascomus.

Guercio, A.; Varea, L.; Elustondo, L. y Andrés, A. 2014.Variabilidad genética en produccién de biomasa de poblaciones
naturalizadas de Melilotus albus. 37° Congreso de la Asociacion Argentina de Produccién Animal, Buenos
Aires, Argentina, AAPA.

Insaurralde, L.; Tomas, M. A.; lacopini, M. L.; De Marco, N.; Cardamone, L.; Giordano, M. C. y De Battista, J. P. 2014.
Respuesta a la salinidad en plantulas de poblaciones de Melilotus albus creciendo en hidroponia Simposio de
Recursos Genéticos. 37° Congreso AAPA.

Ré, A. E.; Pinget, A. D.; Igarzabal; M. F. y De Battista, J. P. 2014. Variabilidad intra e inter poblacional entre ecotipos
de Melilotus albus. 37° Congreso de la Asociacién Argentina de Produccién Animal, Buenos Aires,
Argentina, AAPA.

Ré, A.; Arolfo, V.; Tomas, M. A.; Lavandera, J.; Odorizzi, A.; Acuila, A. y Lifschitz, M. 2016. Interaccién genotipo x
ambiente en familias de medios hermanos de Melilotus albus. Aceptado para el 39° Congreso AAPA.

Rivero, M.; Tomas, P. y Tomas, M. A. 2015. Assessment of genetic diversity in Melilotus albus germplasm using ISSR
and SSR markers. 5" International Symposium of Forage Breeding. Buenos Aires, October.

Rosso, B. 2014. Conservacion de los recursos genéticos de las especies forrajeras en el Banco Activo de la EEA-INTA
Pergamino. 37° Congreso de la Asociacién Argentina de Produccién Animal, Buenos Aires, Argentina.

120



INTA — ESTACION EXPERIMENTAL AGROPECUARIA RAFAELA.
INFORMACION TECNICA DE PRODUCCION ANIMAL 2016

Tomés, M. A.; Rivero, M.; Tomas, P. y lacopini, M. L. 2015. Salinity tolerance and molecular markers simultaneously
used to characterize populations of Melilotus albus. 5" International Symposium of Forage Breeding. Buenos
Aires.

Traverso, J.; Babinec, F. y Troiani, H. 2005. Caracterizacion y agrupacién de entradas por compatibilidad de caracteres
fenotipicos en el género Melilotus. Publicacion técnica. INTA. Anguil, La Pampa, INTA, EEA Anguil "Ing.
Agr. Guillermo Covas": 16.

Varea, 1.; Guercio, A.; Elustondo, L. y Andrés, A. 2014. Efecto del afio en caracteres de produccién de biomasa de
poblaciones naturalizadas de Melilotus albus Desr. 37° Congreso de la Asociacién Argentina de Produccién
Animal, Buenos Aires, Argentina, AAPA.

Winton, L. M.; Krohn, A. L. y Conn, J. S. 2007. Microsatellite markers for the invasive plant species white sweetclover
(Melilotus alba) and yellow sweetclover (Melilotus officinalis). Molecular Ecology Notes 7: 1296-1298.

121



CALIDAD DE
LECHE
Y AGROINDUSTRIA



INTA — ESTACION EXPERIMENTAL AGROPECUARIA RAFAELA.
INFORMACION TECNICA DE PRODUCCION ANIMAL 2016

UTILIZACION DE SUERO DE QUESO PARA LA PRODUCCION DE

BIOMASA Y SECADO SPRAY DE LACTOBACILOS PROBIOTICOS.
LAVARI, L.'*#; PAEZ, R.!; CUATRIN, A.'; REINHEIMER, J.> y VINDEROLA, G.2

'INTA EEA Rafaela, Ruta 34 km 227, Santa Fe, Argentina;

2 Facultad de Ingenieria Quimica, Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN, UNL-CONICET), Universidad Nacional
del Litoral, Santiago del Estero 2829, Santa Fe (3000), Argentina.

* Autor de contacto: lavari.luisina@inta.gob.ar

INTRODUCCION.

La relacién positiva entre una dieta adecuada y la salud esta creciendo dia a dia, el deseo de
una mejor calidad de vida estimula el consumo de alimentos funcionales con multiples beneficios
para la salud humana (Vasiljevic y Shah, 2008). Se considera alimento funcional a aquel que ha
demostrado que actia de forma beneficiosa sobre una o mas funciones del cuerpo, més alld de su
efecto nutricional, mejorando la salud y el bienestar y/o reduciendo el riesgo de enfermedad (Diplock,
1999). Por esta razon, la investigacidon y el desarrollo de ingredientes funcionales (probidticos,
prebidticos, acidos grasos poliinsaturados, entre otros) son actualmente un importante foco de
desarrollo en la industria alimentaria. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) redefinié en 2002
el concepto de probidticos como aquellos microorganismos vivos que al ser administrados en
cantidades adecuadas confieren algtn efecto benéfico en la salud del hospedador.

Los cultivos comerciales utilizados en distintos alimentos probidticos son principalmente
cepas de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium y han sido explotados ampliamente por la
industria lactea como herramienta para el desarrollo de productos funcionales. A nivel nacional, la
mayoria de los cultivos probidticos utilizados son liofilizados o congelados, deben importarse y son
comercializados por empresas multinacionales (Chr. Hansen, DSM, Sacco, Danisco). Estas
caracteristicas condicionan su uso casi exclusivo a las grandes empresas licteas. La posible
disponibilidad de cultivos probidticos autéctonos, producidos a gran escala y a menor costo que los
importados, podria ser uno de los factores que contribuya al sostenimiento de la expansion del
mercado de alimentos funcionales producidos por empresas nacionales de menor porte.

Una de las etapas criticas para el uso de microorganismos probidticos es su produccidn a gran
escala utilizando medios de cultivos de bajo costo. Como una opcién econdmica para la produccién
de biomasa de bacterias probidticas, surge la utilizacién de subproductos lacteos (suero de queso,
permeado de suero de queso, suero de ricota) como alternativas al medio comercial existente a escala
laboratorio: el caldo MRS.

El suero de queso es un liquido verde-amarillento producido durante el proceso de fabricacién
del queso tradicional que resulta de la precipitacion y la eliminacion de la caseina de la leche (Siso,
1996). El suero representa del 80 — 90% del volumen total de la leche procesada en elaboraciones
casearias y contiene aproximadamente el 50% de los nutrientes de la misma: proteinas solubles,
lactosa, vitaminas y sales minerales. Ademas, es un efluente con una gran carga orgénica y salina,
pero al mismo tiempo, es un producto con un alto valor nutricional y con grandes posibilidades de
explotacion tecnoldgica. Debido a esto, se comenzd a utilizar como materia prima de productos de
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alto valor nutritivo. El primer paso en la mayoria de los procesos para la valorizacién de suero de
queso consiste en la recuperacion de la fraccion proteica, generalmente mediante ultrafiltracion, para
producir WPC (concentrado de proteinas de suero, por sus siglas en inglés: Whey Protein
Concentrate), al mismo tiempo se genera un gran volumen de permeado de suero de queso que es un
producto rico en lactosa (Guimaraes y col., 2010). La produccién de suero de queso en polvo es la
forma mas elemental de agregar valor al mismo y es una buena alternativa a la utilizacion del suero
liquido para alimentacién animal (Peters, 2005).

Los cultivos comerciales utilizados en alimentos funcionales producidos a nivel industrial se
almacenan y transportan en forma de cultivos congelados o deshidratados. Se prefieren estos ultimos
sobre las formas congeladas debido a la facilidad de almacenamiento a largo plazo y al transporte sin
el uso especializado de equipamiento de alto frio. El secado spray es una alternativa de bajo costo
frente a la liofilizacién ya que es relativamente econdémica y permite la produccidén de grandes
cantidades de células deshidratadas en un proceso continuo (Gardiner y col., 2000; Schuck y col.,
2010). En particular, en la Argentina, numerosas industrias lacteas poseen infraestructura para llevar
a cabo el secado spray, esta fortaleza podria ser explotada para la produccién local de cultivos
probidticos en el futuro. Ademas, la liofilizacién atin no es una tecnologia comtin a escala industrial
para BAL en nuestro pais.

El equipo Mini Spray Dryer B-290 de Biichi (Flawil, Suiza), instalado en el Laboratorio de
Calidad de Leche del INTA EEA Rafaela, es un instrumento a escala laboratorio para llevar a cabo
los procesos de secado spray por pulverizacidon desde 30 mL y hasta 1 L. de agua por hora (Figura 1).
Este equipo fue utilizado para la deshidratacion de las bacterias probidticas. El Mini Spray Dryer B-
290 funciona segun el principio de flujo paralelo, es decir, el producto pulverizado y el aire seco se
desplazan en el mismo sentido. Las suspensiones celulares son atomizadas y se pulverizan en la
camara de secado mediante el uso de una tobera de atomizacién. Esta tecnologia permite un secado
casi instantaneo. El objetivo de este trabajo fue estudiar la utilidad de subproductos lacteos (suero de
queso, suero de ricota y permeado de suero) para la produccidon de biomasa de BAL autéctonas con
potencial probidtico, y la capacidad del suero de queso para ser utilizado como termoprotector durante

Figura 1. Mini Spray Dryer Biichi B-290

el secado spray.

123



INTA — ESTACION EXPERIMENTAL AGROPECUARIA RAFAELA.
INFORMACION TECNICA DE PRODUCCION ANIMAL 2016

MATERIALES Y METODOS

Cepas y condiciones de cultivo

Se emplearon 3 cepas aisladas de heces de neonatos santafesinos (Vinderola y col., 2008),
Lactobacillus paracasei Ipl, Lactobacillus rhamnosus 64 y Lactobacillus gasseri 37, los cuales
presentaron potencial probidtico in vivo, en relaciéon a la capacidad de promover las defensas
intestinales mediadas por IgA en ratones (Gregoret y col., 2013). Las cepas se mantuvieron
congeladas a -70°C en caldo MRS (Biokar, Beauvais, Francia) adicionado con 18 % (v/v) de glicerol
(Ciccarelli, Buenos Aires, Argentina) en la coleccidon de cultivos del INLAIN. Como procedimiento
estandar, las cepas en estudio se reactivaron a partir de los stocks congelados y se realizaron dos
repiques sucesivos (16 h, 37°C, aerobiosis) en caldo MRS previo a su utilizacién. Los cultivos frescos
(16 h, 37°C, aerobiosis) de las cepas en caldo MRS, se centrifugaron (6000 x g, 15 min, 5°C), se
lavaron dos veces con una solucién salina tamponada con fosfato (PBS) pH 7,4. Las suspensiones
celulares se inocularon 1 % (v/v) en los medios lacteos (permeado, suero de queso y suero de ricota)
y se incubaron 16 h, 37°C, en aerobiosis. Los recuentos de células viables se realizaron en agar MRS
en superficie.

Desarrollo en medios de cultivos lacteos

El suero de queso se obtuvo de la elaboracion de queso fresco en la planta piloto del INTA
EEA Rafaela, el suero de ricota fue proporcionado por la empresa Vila S.A.C.I. (Lacteos Aurora)
(Vila, Santa Fe) y el permeado fresco por Saputo S.A. (Rafaela, Santa Fe). Las caracteristicas
fisicoquimicas de los medios lacteos se muestran en la Tabla 1 y se determinaron mediante
procedimientos estandares: grasa (Federacion Internacional de Lecheria, IDF, 1987a); proteina total
(IDF, 2001); s6lidos totales (IDF, 1987b); cenizas (AOAC, 1995) y lactosa por diferencia.

El suero de ricota y el permeado de suero se trataron en autoclave a 121°C durante 15 min.
Para evitar la precipitacion de las proteinas, el suero de queso se tratd térmicamente en autoclave a
100°C durante 30 min (vapor fluente).

Tabla 1: Composicion (g/100 mL) y pH de los subproductos lacteos utilizados.

Suero de ricota Permeado Suero de queso
Sélidos totales 5,39 8,92 6,04
Cenizas 0,51 0,97 0,45
Materia grasa 0,03 0,02 0,39
Proteinas totales 0,39 0,46 0,82
Lactosa 4,46 7,47 4,38
pH inicial 5,67 6,1 6,2

Utilizacion de suero de queso como medio de cultivo en fermentador

El desarrollo de L. rhamnosus 64 se evalué durante la fermentacién en cultivo batch (2 L,
Biostat A plus, Sartorius, Alemania) en suero de queso (Arla Foods, Portefia, Cérdoba, Argentina)
reconstituido al 7% (p/v), a 37°C, agitacién 200 rpm, con y sin burbujeo de CO> (0,2 L/min). Durante
la fermentacién se midid oxigeno disuelto (sensor Oxiferm Hamilton). Los fermentadores fueron
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inoculados 1% (v/v) con un cultivo overnight en MRS lavado 2 veces y resuspendido en PBS. El pH
se mantuvo constante (pH 6) con el agregado automatico de NaOH (6 N). Para el recuento de células
viables se realizaron diluciones decimales en agua de peptona 0,1% (p/v), las cuales se sembraron en
superficie en agar MRS. Las placas se incubaron a 37°C durante 48 h en aerobiosis.

Secado spray de lactobacilos probiéticos en suero de queso — almidén y leche descremada -
almidon

Se obtuvo biomasa de las 3 cepas en estudio la cual se resuspendid en una solucion de suero
de queso - almidén (10%-10% p/v), o en leche descremada - almidon (10%-10% p/v). Las
suspensiones celulares se deshidrataron por secado spray. Las condiciones de secado para leche
descremada - almidén fueron: temperatura entrada (TE) 170°C, temperatura de salida (TS) 85°C y un
flujo de aire (FA) de 600 L/h (Paez y col., 2012) y para las suspensiones de suero de queso - almidon
TE: 150°C, TS: 80°C y FA: 357 L/h (Lavari y col., 2014). Los cultivos deshidratados obtenidos
fueron envasados al vacio en muestras individuales de 10 g y se almacenaron durante 6 meses a 5°C.
La humedad residual (% p/p) se determin por triplicado a 101° £ 1°C durante 24 h (IDF, 1993). Los
recuentos de células viables se realizaron en agar MRS (37°C, 48 h, aerobiosis) antes y después del
secado spray y durante el almacenamiento. Para el recuento de células viables, los polvos se
rehidrataron al 20% (p/v) y se incubaron a 37°C durante 15 min con agitacidén periddica, de modo de
restaurar la solucién a las condiciones anteriores al secado spray y poder comparar los recuentos en
UFC/mL.

Analisis estadistico

Los resultados de los recuentos de células viables se transformaron a log UFC/mL y se
expresaron como media = desviacién estandar o como diferencia logaritmica, de al menos tres
experimentos independientes en cada ensayo. Los datos de desarrollo de L. rhamnosus 64 en los
medios de cultivo, los datos de supervivencia al secado spray y la viabilidad durante el
almacenamiento se analizaron estadisticamente utilizando un disefio completamente al azar con
arreglo factorial de tratamientos para determinar las diferencias en el desarrollo de las cepas, en los
medios de cultivo, o en la supervivencia al secado y durante el almacenamiento. Las cepas (3 niveles)
y los medios de cultivo (4 niveles para los medios lacteos incluyendo MRS como referencia) se
consideraron como factores en el primer disefio mientras que las cepas (3 niveles) y las soluciones de
secado (2 niveles) se consideraron como factores en el segundo disefio. El analisis de varianza y la
minima diferencia significativa (LSD) se utilizaron para poner a prueba los factores significativos y
comparar los tratamientos, respectivamente, con un nivel de error del 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Desarrollo de lactobacilos probioticos en medios lacteos

La creciente demanda de probidticos y la diversificacién en nuevos alimentos genera un
desafio para la industria: producir de forma econémica grandes cantidades de cultivos viables y en
formatos de conservacidn estables que soporten y estimulen el crecimiento del mercado (Muller y
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col., 2009). Una combinaciéon de medios de cultivo de bajo costo y un menor costo operativo con
tecnologias de deshidratacion ampliamente disponibles, tales como el secado spray, seria
probablemente bienvenida por la industria alimentaria para sostener y ampliar el mercado de
probidticos y potenciar los desarrollos locales en base a cepas autéctonas y tecnologias localmente
disponibles (Sybesma y col., 2015).

Teniendo en cuenta la posibilidad de produccion a escala industrial de estas cepas en el futuro,
se evalud la capacidad de desarrollo de las cepas en subproductos lacteos (Fig. 2). El desarrollo de L.
gasseri 37 en MRS y suero de queso no presentd diferencias significativas. Sin embargo, en suero de
ricota y permeado de suero fue significativamente menor (< 1 orden log) comparado con MRS. Para
L. paracasei Jpl el desarrollo no fue satisfactorio en permeado de suero. Sin embargo, para L.
rhamnosus 64 no se observaron diferencias significativas entre los medios de cultivo evaluados
(Tabla 2). En este sentido, esta cepa mostrd una versatilidad tecnoldgica interesante, principalmente
desde un punto de vista industrial.
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L. gasseri 37 L. paracasei Jpl L. rhamnosus 64
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Figura 2. Desarrollo (log UFC/mL) de L. gasseri 37, L. paracasei Jpl y L. rhamnosus 64 en MRS
(m), permeado de suero (A ), suero de queso (x) y suero de ricota (¢). Los valores se
calcularon como la diferencia en los recuentos de células (UFC/mL) después y antes del
desarrollo (37°C, 16 h, aerobiosis) en el correspondiente medio. Diferentes letras en los
simbolos para una misma cepa indican diferencias significativas (p < 0,05).

Tabla 2. Recuento de células viables (log UFC/mL % SD) alcanzados por cada cepa en cada medio
lacteo, comparado con caldo MRS comercial. Diferentes letras en los simbolos para una
misma cepa indican diferencias significativas (p < 0,05).

L. paracasei Jp1 L. rhamnosus 64 L. gasseri 37
MRS 895+033a 8,67+0,09a 9,08+0,23 a
Permeado 8,71+0,18a 8,92+0,10a 7,83+0,57b
Suero de queso 8,63 £0,20 ab 9,01 £0,10 a 8,36 +0,21 a
Suero de ricota 8,15+0,21b 8,70+0,03 a 7,63+0,19b
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Utilizacion de suero de queso como medio de cultivo.

Debido a la capacidad de L. rhamnosus 64 de desarrollar en todos los medios lacteos
evaluados, se utiliz6 esta cepa para continuar los estudios de produccién de biomasa en fermentador
utilizando medios lacteos como medio de cultivo. Se evalud en fermentaciones batch la produccién
de biomasa del. rhamnosus 64, utilizando suero de queso 7% (p/v) como medio de cultivo. En la
Figura 3, se observa la curva de crecimiento, a pH 6 con agitacidn de 200 rpm, con burbujeo de CO»,
logrando hacia las 24 h de fermentacién (24 h) un nivel de células viables de 9,32 + 0,12 log UFC/mL.
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Figura 3. Curva de desarrollo de L. rhamnosus 64 en suero de queso (7% p/v), a pH 6 constante,
agitacion 200 rpm y con burbujeo de CO»,

Secado spray de lactobacilos probiéticos en suero de queso - almidén

El empleo de leche descremada - almidén como matriz de secado se utiliz6 como referencia,
ya que, segun los resultados de Paez y col., (2012), la adicién de almidén mejord las propiedades
fisicas de los polvos obtenidos (la recuperacion desde el ciclon y la manipulacion de los mismos), la
viabilidad celular después del secado y la resistencia a la digestion gastrica simulada.

Se observaron reducciones significativas en el recuento de células viables después del secado
spray para L. gasseri 37 en leche descremada - almidén (p = 0,0013) y en suero de queso - almidon
(p <0,0001). Para L. paracasei Jpl no se observaron diferencias significativas en los recuentos en
leche descremada - almidon, pero los recuentos en suero de queso - almidén fueron significativamente
menores después del secado (p = 0,0231). Por ultimo, el recuento de células viables de L. rhamnosus
64 fue significativamente menor (p = 0,0167) después de deshidratarlo en leche descremada -
almidoén, pero no se detectaron diferencias significativas cuando la matriz de secado fue suero de
queso - almidoén (Fig. 4).
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Figura 4. Recuento de células viables de L. gasseri 37 (L.g. 37), L. paracasei Jpl (L.p.Jpl) y L.
rhamnosus 64 (L.r. 64) antes (1) y después () del secado spray suero de queso - almidon
(10%-10%) y leche descremada - almidén (10%-10%).

Durante el almacenamiento de los cultivos deshidratados a 5°C, la supervivencia fue
dependiente de la cepa y de la matriz de secado utilizada (Fig. 5). Durante el segundo mes de
almacenamiento, se observé una pérdida en la viabilidad celular de 1,2-1,3 y de 0,4-0,6 6rdenes log
para L. gasseri 37 y L. paracasei Jpl, respectivamente, sin diferencias significativas con respecto a
la solucion de secado utilizada para L. paracasei Jpl, pero para L. gasseri 37 los recuentos en leche
descremada - almidén fueron significativamente mayores (p = 0,0457) que los resultados obtenidos
en suero de queso - almidén. Para L. rhamnosus 64 la reduccion del nivel de células viables en leche
descremada - almidén fue de 1 orden log, mientras que en suero de queso fue de 0,5 6rdenes
logaritmicos. A los 6 meses de almacenamiento, las reducciones en 6rdenes log fueron de 2,2 y 1,6
para L. rhamnosus 64 y L. paracasei Jp1, respectivamente, independientemente de la matriz. Para L.
gasseri 37 las reducciones en el nimero de células viables fueron de 2,5 y 3,7 6rdenes log en leche
descremada y suero de queso, respectivamente, siendo estadisticamente diferentes (p = 0,0006). No
se observaron diferencias significativas en los recuentos de células viables entre leche descremada -
almidoén y suero de queso — almidén durante el almacenamiento para L. rhamnosus 64 y L. paracasei
Jp1l. Sin embargo, para L. gasseri 37 los recuentos obtenidos en leche descremada - almidén fueron
mayores que en suero de queso - almidén a los 2 (p = 0,0457), 4 (p = 0,0003), y 6 (p = 0,0006) meses
de almacenamiento.

La supervivencia durante el almacenamiento fue cepa y matriz dependiente, coincidiendo esta
observacion con lo reportado por Lian y col. (2002) para diferentes cepas de bifidobacterias secadas
spray en soluciones al 10% (p/p) de gelatina, goma ardbiga y almidén soluble. La mayoria de los
trabajos sobre microencapsulacion de bacterias probidticas, bifidobacterias y BAL en general, en
matrices de secado lacteas, se llevé a cabo utilizando leche descremada como el componente principal
del medio termoprotector (Golowczyc y col., 2011; Fritzen Freire y col., 2012; Paez y col., 2012).
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Figura 5. Recuentos de células viables de L. gasseri 37 (a), L. paracasei Jpl (b) y L. rhamnosus 64

(c) en leche descremada 10% (p/v) - almidén 10% (p/v) (A ) o en suero de queso 10% (p/v)
- almidén 10% (p/v) (+) durante el almacenamiento (dias) a 5°C.

En particular, L. rhamnosus 64 tuvo una pérdida en la viabilidad celular durante el
almacenamiento a 5°C durante 2 meses similar a la obtenida por Jantzen y col., 2013; y Soukoulis y
col., 2013 donde el suero de queso o proteinas de suero fueron utilizados como el tnico o el principal
componente de la solucién de secado, se observaron 1-2 6rdenes log de muerte celular durante los
dos primeros meses de almacenamiento a 5°C.
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CONCLUSION

El doble uso de suero de queso, como medio de cultivo y como agente termoprotector, es una
opciodn tecnoldgica innovadora debido a la posibilidad de dar nuevos usos a las grandes cantidades de
suero de queso producidas en todo el mundo, al menos contribuyendo de forma parcial a la
problemaética de su disposicion final y al mismo tiempo producir cultivos probidticos deshidratados
de alto valor agregado.
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INTRODUCCION

La elaboraciéon de quesos artesanales en Argentina se desarrolla en la mayoria de los
establecimientos lecheros como recurso econémico complementario. En Entre Rios, esta actividad es
relevante, con un volumen apreciable y una demanda acotada del mercado local, que podria ser atin
mas promisoria si se ofreciera al consumidor un producto seguro y de calidad uniforme. Estos
productos no se hallan contemplados en la legislacién vigente. Se elaboran utilizando metodologias
que se transmiten familiarmente en forma oral. En las elaboraciones se utiliza leche entera cruda de
vaca. Durante el proceso, muchos pasos se realizan manualmente. La venta de quesos se produce en
un mercado informal sin ser sometidos a una maduraciéon completa y evaluaciéon microbioldgica
previa a su destino final, el consumidor (Butarelli y Erbetta, 2010).

La situacion del sector productivo de quesos artesanales en diversas regiones del pais, indica
la imperiosa necesidad de realizar acciones conducentes a mejorar las practicas de elaboracion. Sin
embargo, es indispensable contemplar la idiosincrasia particular de los productores con costumbres
fuertemente arraigadas y que no evidencian en principio intencién de cambio.

El objetivo de este trabajo fue realizar una caracterizacion de calidad y estudio de inocuidad
en leche y quesos artesanales para contribuir a la formalizacién y desarrollo de la queseria artesanal
a través de la mejora de calidad e inocuidad de los productos.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron para este estudio 18 tambos-fabrica de dos zonas productoras de quesos de
la provincia de Entre Rios: 9 tambos de la zona Centro — Norte y 9 tambos - fabrica de la zona Sur —
Oeste. Los tambos-fabrica seleccionados se caracterizaron por no pasteurizar la leche para la
elaboracién de los quesos y por ser comercializados antes de cumplir con el periodo de maduracién
minimo exigido por el Cddigo Alimentario Argentino (CAA). En cada uno de ellos, se realiz6é un
muestreo de leche y agua en las cuatro estaciones del afio. Ademas, en dos estaciones del afio se
realizaron muestreos de los quesos elaborados con esas leches.
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Muestras de leche

En las muestras de leche se realizaron andlisis de composicidén quimica por metodologia IR,
segtin norma ISO 9622 IDF 141:2013. Ademas, se evalud la calidad higiénico sanitaria de las
muestras, a través de la determinacidn de recuentos de células somaticas (RCS) y de bacterias totales
(RBT). También se realizaron andlisis de microorganismos indicadores de higiene y patdgenos:
bacterias coliformes y E.coli (segin Método Alternativo Oficiales AOAC 986.33, 989.10 y 991.14),
Salmonella (FIL 93B:1995), Staphylococus aureus (FIL 145A:1997) y Brucella.( Prueba en Placa
con Antigeno BPA, y Ensayo de Polarizacion Fluorescente (FPA) en microplacas, Manual de
Diagnoéstico Seroldgico de la Brucelosis Bovina (SENASA) basado en la metodologia descripta en la
norma de referencia internacional OIE, Bovine Brucellosis, version vigente)

Muestras de agua

Con la finalidad de establecer si el agua de los establecimientos se encontraba dentro de los
parametros microbiolégicos exigidos por el CAA, se realizaron analisis de RBT, bacterias coliformes,
E.coliy Pseudomonas, utilizando métodos oficiales.

Quesos

Se realizaron andlisis de composicidn fisicoquimica en los quesos por métodos normalizados:
proteinas, grasa y humedad de acuerdo a las normas internacionales IDF (IDF, 1993; IDF, 1997; IDF,
1982). Los resultados de proteinas y grasa se expresaron en base seca. NaCl se determind segiin
norma IRAM 14023-2 (2008). El pH fue determinado por medio del método descripto por Bradley et
al. (1993), por inmersioén de un electrodo de pH Schott (Schott Instrument, Mainz, Alemania) en un
homogeneizado de queso triturado en agua destilada en una proporcion 1:1.

Los recuentos de Coliformes, E.coli, Salmonella y S. aureus se realizaron utilizando las
normas mencionadas para leche.

Los analisis fisicoquimicos y microbioldgicos, se realizaron en el momento en que los quesos
salen a la venta (15 dias) y a los 60 dias de maduracion, o sea al minimo tiempo de maduracién
exigido por el CAA para quesos elaborados con leche cruda.

Diagnéstico de las unidades productivas

En todos los tambos participantes de este estudio, conjuntamente entre INTA e INTI, se
desarrollaron diagndsticos técnico - territoriales para determinar el estado de situacion de las unidades
productivas bajo estudio, evaluando las condiciones de infraestructura en las cuales se producen los
quesos. Se utilizaron como herramientas una lista de chequeo (Check- list), registros fotograficos,
muestreos en diferentes puntos del proceso (leche, agua, cuajada, producto final), controles higiénicos
y ambientales y un seguimiento microbioldgico de los quesos durante su maduracién.

Acciones de intervencion

Se realizaron talleres con los productores y el equipo de trabajo INTA-INTI, en los cuales se
presentaron y discutieron los resultados obtenidos, también se llevaron a cabo cursos tedrico-practico
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de elaboracion de quesos. Ademas, se entregaron en los talleres cartillas y protocolos de elaboracion
con sugerencias a tener en cuenta para mejorar la calidad de los productos elaborados.

RESULTADOS Y DISCUSION

* LECHE
Composicion quimica
En la Tabla 1 se presentan las estadisticas descriptivas de las variables analizadas. Los
promedios de grasa, proteina y lactosa fueron 3,49, 3,29 y 4,7 % respectivamente. Los valores
hallados coinciden con los frecuentemente encontrados en las leches de Argentina (Taverna, 2007).

Tabla 1. Valores promedio + DE de las variables analizadas en leche cruda. Los valores corresponden
al promedio de los muestreos realizados en las 4 estaciones del afio en las dos zonas de
muestreo analizadas en este estudio.

Grasa Proteinas Lactosa Soélidos Totales
(%) (%) (%) (%)
6,7+0,11 [3,49+0,44 | 3,29+0,17 476 £0,13 12,29 £ 0,47

pH

Tanto la concentracién de grasa como de proteinas presentaron variacion estacional (Figura
1). Los valores maximos y minimos de grasa se hallaron en verano y primavera respectivamente,
mientras que los valores maximos de proteina se presentaron en invierno, encontrandose en primavera
el minimo valor. En la leche producida en Argentina por lo general se presentan valores maximos de
grasa y proteina en invierno, mientras que en verano se presentan los valores mas bajos en ambos
pardmetros (Taverna, 2007), datos que no concuerdan con lo encontrado en el presente estudio. La
composicion de la leche varia bajo el efecto conjunto de factores ligados al ambiente o el manejo
(alimentacioén, estacion del afio, ordefio) y al animal (factores genéticos, momento y nimero de
lactancia, sanidad) (Walstra et al., 2001). En la practica, ciertos factores resultan poco o nada
modificables por el productor (momento de la lactancia o estado fisioldgico), mientras que otros,
como la genética, la alimentacién y la sanidad, pueden ser manipulados. Bajo este contexto, se
recomienda trabajar en éstos ultimos aspectos mediante la capacitacion y el asesoramiento, realizando
mayores ajustes nutricionales en las dietas suministradas.
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Figura 1. Variacién estacional de las variables grasa y proteina. Los valores corresponden al
promedio de las dos zonas analizadas.

Calidad higiénico-sanitaria

Los dos parametros mas importantes que definen la calidad higiénico-sanitaria de la leche son
el Recuento de Células Sométicas (RCS) y el Recuento de Bacterias Totales (RBT).

En la Figura 2 se presenta el porcentaje de tambos agrupado por rangos de RCS (hasta 200.000
cel/ml; entre 200 y 400.000cl/ml y mas de 400.000 cl/ml) y RBT (hasta 50.000 UFC/ml; entre 50 y
200.000 UFC/ml y mas de 200.000 UFC/ml). Los resultados por zona fueron similares, por esta
razdn se presenta para cada parametro el promedio de las dos zonas. Se observé que mas del 50% de
los tambos present6 valores mayores a 400.000 células somaticas (RCS/ml) y el 23% de ellos obtuvo
valores por encima de 200.000 bacterias (UFC/ml). El Cédigo Alimentario Argentino establece que
la leche para ser considerada apta para su industrializacién y consumo, debe tener como maximo un
RCS de 400.000 cel/ml y un RBT de hasta 200.000 UFC/ml. Esto demuestra la necesidad de trabajar
en la calidad higiénico-sanitaria de la leche a través de la transferencia y capacitacion de los
productores en temas como rutina de ordefio, lavado de equipos, instalaciones: callejones, ingreso y

salida del corral de espera, corrales de encierro y sobretodo en la aplicacién de planes preventivos y
curativos de mastitis, entre otros.
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Figura 2. Porcentaje de tambos agrupados por recuentos de RBT y RCS en leche cruda

Bacterias coliformes

Las bacterias coliformes son consideradas como indicadores de la higiene general y de riesgos
sanitarios por contaminacion fecal. También son responsables del hinchado precoz y de la aparicién
de gustos indeseables en quesos. Por esta razon, un nimero reducido de estas bacterias minimiza los
riesgos mencionados, y permite obtener quesos sin defectos. El 97% de las muestras presentaron
valores inferiores a 1000 UFC/ml.

Bacterias patégenas

A través del proceso de pasteurizacion de la leche, es posible eliminar a las bacterias patdgenas
presentes. E1 CAA establece que cuando la leche es de buena calidad higiénico- sanitaria y es
destinada a la elaboracién de quesos que se sometan a un proceso de maduracion a una temperatura
superior a los 5°C durante un lapso no menor de 60 dias, queda excluida de la obligacion de ser
pasteurizada o de realizar algin otro tratamiento térmico (ANMAT 2016, Cédigo Alimentario
Argentino. Cap. VIII: Alimentos lacteos). La caracterizacién de bacterias patdgenas se realizd
teniendo en cuenta que en ninguno de los establecimientos analizados se lleva a cabo el proceso de
pasteurizacidon como paso previo a la elaboracion de quesos, y ademas los mismos son consumidos
antes de completar el periodo de maduracién de 60 dias. El 80% de los tambos present6 valores de E.
coli<10 UFC/ml. Sin embargo, el 20% de ellos present6 valores elevados, indicando un riesgo para
la salud de los consumidores sobre todo considerando que no se lleva a cabo el proceso de
pasteurizacion de la leche. En el 57% de los tambos se encontrd presencia de Staphylococcus aureus.
Este patégeno puede provenir de la vaca (glandula mamaria infectada, piel de los pezones, etc.), de
los operarios, de los utensilios o del ambiente. Este dato refuerza la necesidad de trabajar siguiendo
una correcta rutina de ordefio, asegurando la limpieza de equipos e instalaciones e identificando casos
de vacas con mastitis. Todos los tambos fueron negativos para brucelosis.
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« AGUA

Calidad higiénico-sanitaria
La calidad bacterioldgica del agua en los establecimientos lecheros es de relevancia para las distintas
actividades realizadas durante el ordefio, y en el caso de tambos-fabricas de Entre Rios, para el
proceso de manufactura. En los establecimientos bajo estudio, el agua que se utiliza para ambas
actividades proviene de perforaciones (agua de pozo).

En ambas zonas, el recuento de coliformes super6 el valor limite para consumo humano segtin
la normativa vigente (< 3 UFC/ml). En el caso del Recuento de Bacterias Totales (RBT), en la zona
norte, el 33,3% de los tambos superaron el valor establecido por el CAA (>500 UFC/ml). En la zona
sur, el RBT estuvo por debajo de lo establecido en el CAA. Todos los establecimientos presentaron
resultados positivos a E. coli y la totalidad de ellos present6 ausencia de Pseudomonas. Los resultados
de este estudio muestran que los tambos evaluados tienen agua de calidad bacteriol6gica deficiente,
no apta para el proceso de manufactura. Estos valores pueden ser un indicio de falta de buenas
précticas higiénicas en el sistema de almacenamiento del agua, lo que pone de manifiesto la necesidad
de contar con algin método potabilizador del agua.

* QUESOS

Composicion fisicoquimica

La Tabla 2 muestra las caracteristicas fisicoquimicas y el pH de los quesos analizados a los
60 dias de maduracion. Teniendo en cuenta los valores promedios y considerando los criterios de
clasificacion del CAA, en funcién del contenido de humedad los quesos clasifican como quesos de
pasta semidura o de mediana humedad (contenido de humedad entre 36 y 54,9 %). Sin embargo, en
ambas zonas existen quesos que clasifican como quesos de pasta dura (humedad hasta 35,9%). En
funcién del contenido de grasa, se clasifican como quesos grasos (contenido de materia grasa en el
extracto seco entre 45 y 59,9%). Hay que considerar que estos valores se deben a que la leche no es
estandarizada antes de realizar las elaboraciones de los quesos en ninguno de los establecimientos
estudiados. El valor promedio de NaCl de los quesos fue 2,29 %. Si bien el contenido de sal no esti
establecido en el CAA, los quesos presentaron valores superiores a los frecuentemente encontrados
en este tipo de quesos (menores al 2%). Esto se debe a que en la mayoria de los establecimientos no
se respeta el tiempo de permanencia de los quesos en salmuera, que deberia ser de un dia por kilo,
sino que los quesos permanecen en salmuera hasta el momento en que son retirados por el acopiador.
Se observd una gran variabilidad entre los valores de composicién quimica y pH encontrados en los
quesos, entre las dos zonas e incluso dentro de la misma zona. Esto se debe a que no trabajan bajo un
procedimiento estandarizado, lo que se deberia ajustar si se quiere hablar de un producto caracteristico
de la region.
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Tabla 2. Valores promedio = DE de las variables analizadas en quesos. Los valores promedio
corresponden a los muestreos realizados en 2 estaciones del afio

Zona | Parametros | Grasa (%) | Proteina (%) | Humedad (%) | CINa (%) pH
X 50.86 26 24 38,67 216 55

Nore | Max. 62.19 30,67 44,02 286 599
Min. 30.32 22 25 33.22 123 5.24

DE 7.80 211 312 045 0.23

X 5381 25 18 37 56 242 538

Max. 6137 26 76 42,09 3.02 5 64

sur Min. 44 58 2378 3172 155 516

DE 352 1.00 316 034 0.16

Calidad microbiolégica

Bacterias coliformes

A los 15 dias de maduracion, los quesos de un 6 y un 17% de los tambos de la zona Norte y
Sur respectivamente, presentaron un recuento de coliformes totales por encima del valor establecido
por el CAA (< 10 UFC/g), lo que evidencia problemas de higiene general. A los 60 dias de
maduracidn, el nivel de Coliformes disminuye, presentando los quesos de la zona norte valores
Optimos, mientras que un 6% de los quesos de la zona sur presentaron un recuento >10 UFC/g.

Escherichia coli y Salmonella

Los recuentos de ambos microorganismos estuvieron dentro de los limites establecidos por el
CAA (Ausenciade E. coliy Salmonella). Durante la maduracion, se genera en los quesos condiciones
adversas para el desarrollo de los microorganismos patégenos (bajo pH, anaerobiosis, bajo contenido
de humedad), lo cual pudo ocasionar que al final de la maduracién, se obtuvieron quesos que
presentaron un recuento adecuado para esos microorganismos.

Staphylococcus aureus

A los 15 dias de maduracion, en las dos zonas estudiadas, el 50% de los quesos presentaron
presencia de S. aureus. El CAA establece que en los quesos este microorganismo debe estar ausente.
A los 60 dias de maduraciodn, si bien los recuentos disminuyen, los valores no se negativizaron, en un
44% de los quesos analizados se detectd presencia de este microorganismo.

DIAGNOSTICO DE LAS UNIDADES PRODUCTIVAS

Analizando la informacién obtenida se puede mencionar que el 79% de los establecimientos
no cuenta con ingreso sanitario y el 68% no presenta instalaciones eléctricas aptas. Las condiciones
edilicias generales fueron precarias en un 84% de los casos. Ninguno de los establecimientos posee
agua potable y el 89% no realiza un procedimiento adecuado de limpieza y desinfeccién. En cuanto
al equipamiento y utensilios, el 90% cuenta con tinas y mesas de acero inoxidable y un 79% utiliza
utensilios de madera. El 74% de las prensas utilizadas en el proceso estdn construidas de material
apto para el contacto con productos alimenticios. Si bien el 78% recibe la materia prima de forma
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directa del tambo, ésta no cumple con los criterios microbiolégicos, debido a una baja calidad
sanitaria de la leche y un deficiente procedimiento de limpieza y desinfeccion del circuito. Durante
el proceso de elaboracidn el 80% no controla pardmetros productivos como pH, acidez y densidad de
salmuera. Analizando la evolucién del recuento de coliformes durante el proceso de elaboracion, se
observd que la mayor contaminacidon microbioldgica se presentd en etapas en las cuales existe
manipulacién de la cuajada (corte y moldeo), lo que pone de manifiesto una higiene de manos y
utensilios inadecuada (Figura 3). El 84% no realiza un mantenimiento adecuado de la salmuera,
evidenciandose en altos recuentos de hongos y levaduras. En ningtin establecimiento, se cumple con
la maduracién completa de los quesos debido a su forma de comercializacion.

Etapa del proceso donde se realiz6 el muestreo

8

=&—Promedio ZN

-
[
o

—i—Promedio ZS

logio UFC/ml

8

0,50
leche leche + suero suero cuajada queso queso
aditivos  ab db 15d 60d

Figura 3. Evolucidon del recuento de bacterias coliformes, expresados en logio UFC/ml, durante el
proceso de elaboracidn.

ACCIONES DE INTERVENCION

Se realizaron 2 talleres, uno por zona, en los cuales se presentaron y discutieron los resultados
obtenidos. Se hizo principal énfasis en acciones de mejoras de facil adopcion por parte de los mismos.
Se destac6 la importancia de trabajar bajo protocolos, y cuidando en todo momento la higiene durante
las elaboraciones. En la figura 4, se presentan algunas de las cartillas entregadas. Las mismas se
entregaron plastificadas, de modo de que los queseros las puedan colgar en sus establecimientos,
permitiéndoles una facil visualizacidon y adopcion.
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Figura 4. Ejemplos de cartillas entregadas a los productores queseros durante los talleres de
presentacion y discusion de resultados

Se realizaron dos capacitaciones tedrico-practicas en una queseria de la zona sur de Entre Rios
y una capacitacién en la zona norte. En las mismas se volvid a poner particular énfasis en cuestiones
asociadas a higiene durante la manufactura de los productos. Participaron de las capacitaciones los
queseros de los tambos queserias involucrados en este estudio. Al igual que en los talleres, se
destacaron procedimientos necesarios de implementar para garantizar quesos de calidad e inocuidad.
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CONCLUSIONES

En relacién a la materia prima, se observd una deficiente calidad higiénico-sanitaria de la
misma, lo que pone de manifiesto la necesidad de trabajar en pricticas sanitarias.

En cuanto a los quesos, teniendo en cuenta que la materia prima no es apta, y que los mismos
se elaboran con leche sin pasteurizar, se deberian realizar analisis microbioldgicos del producto
cuando sale a la venta, para garantizar su inocuidad.

Este estudio pone de manifiesto que partiendo de una materia prima de calidad no apta, los 60
dias de maduracion establecidos por el CAA no alcanzan para garantizar la inocuidad de quesos
duros.

De los resultados del diagndstico en las unidades productivas, se observa que es necesario
implementar mejoras edilicias en la mayoria de los casos. No obstante, se mejoraria mucho si se
adquieren y refuerzan aspectos relacionados con BPM.

Se observo predisposicion por parte de los productores por mejorar la calidad de sus quesos,
lo que les permitiria agregar valor a sus productos, pudiendo acceder a nuevos mercados.
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INTRODUCCION

La maduracidn de los quesos es la etapa més larga del proceso productivo general. Mientras
que los trabajos de transformacion de la leche en cuajada en tina se miden en minutos, la maduracién
se mide en dias, meses o afios. En particular en el caso de quesos duros, este periodo puede durar
entre 6 meses y 2 afios. El incremento de la protedlisis y peptiddlisis mediante diversas estrategias
tecnoldgicas, ya sea a través de operaciones simples o la aplicacion de tecnologias innovadoras,
aparecen como muy favorable desde el punto de vista de la aceleracion de la maduracion, y por
consiguiente, de la disminucién de los costos de produccion de un alimento de elevado valor agregado
(Fox et al., 2000; Zalazar et al.., 2006). Lo que se busca es reducir un tiempo de espera significativo
en el costo del producto, sin alterar la bioquimica de la maduracién. Se han ensayado diversas
estrategias para acelerar la maduracion de quesos duros, como el queso Reggianito. Dentro de éstas,
se puede mencionar el aumento de la temperatura de maduracién (Ceruti et al., 2012; Sihufe et al.,
2010). Si bien los resultados obtenidos han sido muy prometedores, esta estrategia no ha sido ain
utilizada en la industria quesera. Otra estrategia involucra la adicién de enzimas exdgenas, como
proteasas, carboxypeptidasas y lipasas (Azarnia et al., 2011; El Soda y Awad, 2003; Fox et al., 2000;
Kailasapathy y Lam, 2005; Sihufe et al., 2011; Wilkinson y Kilcawely, 2005). En el caso de quesos
duros, el uso de lipasas resulté muy satisfactorio. Muchas lipasas han sido utilizadas para acelerar la
maduracion de los quesos duros. En general, el uso de proteasas no ha sido muy aconsejable, debido
a que causan modificaciones en el desarrollo de la protedlisis, y consecuentemente producen defectos
en la textura y el sabor de los quesos (Wilkinson y Kilcawley, 2005). Ademas, las enzimas son un
ingrediente de alto costo, y las pérdidas de las mismas en el suero de queseria son elevadas (Upadhyay
y McSweeney, 2003; Wilkinson y Kilcawley, 2005). Por esta razon, una de las estrategias planteadas
en este trabajo, consistid en incrementar la actividad de enzimas que estdn naturalmente presentes en
los quesos, como son la enzima coagulante y la plasmina. El coagulante agregado a la leche para
producir la transformacién casearia es capaz de intervenir en mayor o menor medida en la
degradacion de las caseinas, segun el tipo de queso (Hynes et al., 2004a; Bansal et al., 2007;).
Asimismo, la plasmina — una proteasa nativa de la leche — degrada algunos de los componentes
individuales de las caseinas durante la maduracién de los productos (Farkye y Fox, 1992; Fox et al.,
2000; Ismail y Nielsen, 2010). El incremento de tales actividades por modificaciones tecnoldgicas,
puede conducir a una protedlisis més rapida o de mayor avance en los productos finales (Farkye y
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Fox, 1992; Hynes et al., 2004b). También en este trabajo, se plane6 el Tratamiento de Altas Presiones
Hidrostaticas (APH) como una estrategia innovadora que puede ser utilizada con el objetivo principal
de disminuir el periodo de maduracion de los quesos (O’Reilly et al., 2001; Trujillo et al., 2002; San
Martin Gonzalez et al., 2007). El objetivo de este trabajo fue acelerar la maduracién de queso
Reggianito, mediante modificaciones de la tecnologia tradicional, destinadas a incrementar la
protedlisis y peptidélisis. Las estrategias evaluadas fueron las siguientes: i) incremento de la actividad
de enzimas proteoliticas no microbianas, la enzima coagulante residual y la plasmina, a través de una
modificacién de la temperatura de coccion en presencia de dos coagulantes diferentes; y ii) aplicacion
de la tecnologia de Altas Presiones Hidrostaticas (APH).

MATERIALES Y METODOS

Elaboracion de los quesos

En la primera experiencia, se estudio la influencia del tipo de coagulante y de la temperatura
de coccidn sobre la protedlisis y la actividad de la enzima coagulante residual y de la plasmina. Se
utilizaron dos temperaturas de coccion diferentes: 50 y 56°C, y dos tipos de coagulantes: quimosina
bovina (CH) y quimosina de camello (CA), ambas obtenidas por fermentaciéon de microorganismos
modificados genéticamente. Se elaboraron quesos Reggianito miniatura, utilizando un conjunto de
tinas individuales y las muestras se almacenaron por 90 dias a 12°C.

En la segunda experiencia, se estudio el efecto del tratamiento con APH, aplicando diferentes
combinaciones presion-tiempo de mantenimiento, sobre la composicién quimica, el pH, los recuentos
microbioldgicos, la protedlisis, la peptiddlisis, la actividad de enzimas proteoliticas no microbianas,
la textura, los pardmetros cromaticos y los atributos sensoriales del queso Reggianito. Para ello, se
elaboraron quesos Reggianito miniatura en la miniplanta quesera del INTA EEA Rafaela, a los cuales
se les aplico presiones de 100 MPa durante 5 (T1) y 10 (T2) min y 400 MPa durante 5 (T3) y 10 (T4)
min a 20°C el dia posterior a la elaboracién. Algunos quesos no fueron tratados con APH, los que se
consideraron como controles (C). Todos los quesos se maduraron durante 90 dias a 12°C.

Analisis de los quesos

Los quesos de ambas experiencias fueron analizados al inicio, a los 45 y a los 90 dias de
maduracidn. Se realizaron anélisis de composicion de proteinas totales, grasa, materia seca y pH de
acuerdo a métodos de referencia (FIL-IDF N° 20 B 1993; FIL-IDF N° 152 A 1997; FIL-IDF N° 4 A,
2004, Bradley et al., 1993 respectivamente), recuentos microbioldgicos (recuento total de flora lactica
termofilica en APC-leche (Candioti et al., 2002) y recuentos de microorganismos en MRS incubados
a 30 y 45°C en los quesos de la segunda experiencia (Corsetti et al., 1998), actividad de plasmina
(Richardson y Pearce, 1981) y enzima coagulante residual (Hurley et al., 1999), y seguimiento de la
protedlisis, por medio de andlisis de las fracciones nitrogeno soluble (Gripon et al., 1975; Hynes et
al., 2003), electroforesis en gel de poliacrilamida aplicando un sistema de gel discontinuo en el cual
la concentracion de acrilamida de 4% para el gel de apilamiento, y de 7,5% para el gel de separacion
(Hynes et al., 1999) y péptidos solubles en agua por HPLC (Hynes et al.,2003). En los quesos de la
segunda experiencia, se determinaron ademés los aminoacidos libres totales y aminoacidos libres,
utilizando un analizador de aminoéacidos (Cattaneo et al., 2014), y se realizaron analisis de textura y
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color por métodos instrumentales (Costabel 2015) y sensoriales con panel entrenado (Meilgaard et
al., 2007).

Analisis estadistico

En la primera experiencia, la concentracion de grasa, proteinas, humedad, plasmina y
plasmindgeno fueron procesadas por analisis de varianza de dos vias (ANOVA). Para las demaés
variables, el tiempo de maduracidn, el tipo de coagulante utilizado y las diferentes temperaturas de
coccidn de los diferentes tratamientos aplicados fueron seleccionados como factores principales para
el analisis. Se utilizé un disefio factorial para medias repetidas en el tiempo (PROC MIXED, SAS
Ver. 9.2, SAS Institute, Inc., Cary, Estados Unidos). En el caso en que la interaccién resultd
significativa (P <0,05), se procedi6 a la "apertura” de la misma. Esto consiste en probar las hip6tesis
correspondientes a los efectos simples de uno de los factores para cada uno de los niveles del otro
factor, considerando como término de error el correspondiente al modelo completo. Posteriormente,
para cada efecto simple que resulté significativo se aplic una prueba de comparaciones muiltiples
(Prueba de LSD) para detectar grupos de niveles homogéneos (a= 0,05).

En la segunda experiencia, los resultados de composiciéon quimica, pH, recuentos
microbioldgicos, actividad coagulante residual y de plasmina, fracciones nitrogenadas, aminoacidos
libres y textura fueron analizados utilizando un disefio factorial para medidas repetidas en el tiempo
descripto anteriormente (PROC MIXED, SAS Ver. 9.2, SAS Institute, Inc., Cary, Estados Unidos).
El tiempo de maduracién y los diferentes tratamientos aplicados, incluyendo el control, fueron
seleccionados como factores principales para el andlisis. Los perfiles peptidicos se analizaron por
métodos multivariados, incluyendo una metodologia denominada l6gica difusa (“fuzzy approach”)
para la pre-reduccion de los datos obtenidos por HPLC (Piraino et al., 2004). El nuevo set de datos
fue entonces analizado por anélisis de componentes principales (PCA), usando la aplicacion SPSS®
(SPSS Inc., Chicago, IL) (Pripp et al., 2000 a,b).

RESULTADOS Y DISCUSION

Primera experiencia

La temperatura de coccién influy6 sobre la actividad coagulante residual, verificaindose que
los quesos en los cuales la misma fue de 50°C retuvieron una actividad significativamente mayor
(p<0,05) que los tratados a 56°C (Tabla 1). Por el contrario, la temperatura de coccién no modificé la
actividad de la plasmina.
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Tabla 1., Actividad coagulante residual (nmol producto h! g'!), pH y fracciones NS en los quesos
expresadas como porcentaje del N total durante la maduracién (promedio = DS de las cuatro
réplicas de elaboracion de quesos) a diferentes temperaturas de coccidn y para los dos coagulantes

evaluados.
Quesos
Quimosina de Camello Quimosina bovina
ltem Tiempo 50 °C 56 °C 50 °C 56 °C
o 6 183,8 + 46,8 63,2 + 28,3 124,2 + 15,8 56,8 + 39,3
cﬁ:tg;‘l’:l:?l?e 50 269,8 £ 64,1 132,1£34,4 194,0 £ 74,6 169,9 £ 30,6
90 321,6 +48,2 | 276,1 £+30,4 | 326,4+66,8 | 249,2+35,6
6 5,0+0,6 3,115 5,0+0,2 4,7 £0,1
NS-pH 4,6 50 7,7+0,4 6,1+0,9 9,2+0,8 6,6 0,2
920 8,9+0,2 7,8+1,9 10,5+0,7 10,2+1,7
6 28+0,3 1,1+0,1 3,0+0,1 2,4+0,1
NS-TCA 50 6,7+0,3 2,7+0,8 7,0+0,5 5,2+0,6
90 7,7+0,1 49+1,1 8,7+0,3 6,4+0,1
6 1,4+0,1 0,8+ 0,4 1,3+0,1 1,0+£0,1
NS-PTA 50 32%1,0 1,7+0,3 3,3+0,4 2,2+0,1
90 4,5+ 0,7 2,5+ 0,7 5,6 +0,1 3,4 +0,1

Nota: Para la actividad de quimosina, los valores resaltados muestran que la actividad
coagulante al final de la maduracién fue mayor que en los quesos recién elaborados.

Durante la maduracién se verificé una reactivacion de esta enzima. La reactivacion fue méis
importante cuando los quesos fueron tratados a mayor temperatura. Estudios previos realizados en
queso Reggianito hallaron una tendencia similar, aunque incluian temperaturas de coccién muy
elevadas, de hasta 60°C (Hynes et al., 2004b).

La protedlisis primaria también resultd afectada por la temperatura de coccién. Se observo
que la hidrolisis de la caseina a1, la cual es mediada principalmente por la quimosina, fue menor en
los quesos cuya temperatura de coccién fue de 56°C (Figura 1).
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Figura 1. Perfil electroforético de la fraccion insoluble en agua a pH 4,6 durante la maduracion.
Los 6valos muestran la mayor hidrdlisis de la caseina as1 en los quesos cuya T de coccidn fue 50°C.

Los resultados de los perfiles electroforéticos concuerdan con los obtenidos para la actividad
coagulante residual. Los quesos de 50°C, que mostraron mayor actividad coagulante residual, también
mostraron una mayor degradacién de la caseina asl con una consiguiente mayor produccién del
péptido as1-I (f24-199).

Ademas, el contenido de nitrégeno en las fracciones solubles resulté menor en los quesos
tratados a 56°C que en los tratados a 50°C (Tabla 1). Se observé una influencia significativa (p<0,05)
del tipo de coagulante utilizado, especialmente en las fracciones nitrogenadas y en los perfiles
peptidicos (Figura 2); ambos indicadores mostraron que la quimosina de camello fue levemente
menos proteolitica que la quimosina bovina, lo que se evidencid principalmente a los 56°C. Sin
embargo, esas diferencias resultaron menores que las debidas a la temperatura de coccion.

A B

A _,MA,MVJw«L’\ — '“l‘—L"Wx\

Absorbancia 214 nm
Absorbancia 214 nm

.

Tiempo de maduracién (dias) Tiempo de maduracién (dias)

Figura 2. Perfiles peptidicos de los quesos durante la maduraciéon. Quesos elaborados con
quimosina de camello (CA) y quimosina bovina (CH) A) a 50 °C, y B) a 56 °C. Los 6valos marcan
la menor protedlisis evidenciada a los 56°C cuando se utiliz6 el coagulante CA comparado con CH.
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Comparando el tipo de coagulante ensayado, se pudo observar que los quesos elaborados con
quimosina de camello, presentaron menor protedlisis durante la maduracion, lo cual fue verificado
por menores niveles de ciertos indices de protedlisis en los mismos. Una tendencia similar fue
obtenida por Bansal et al. (2009) en quesos Cheddar elaborados con estas mismas enzimas
coagulantes, al comprobar que la utilizacién del coagulante de camello condujo a menores niveles de
protedlisis en comparacion con la quimosina bovina.

Segunda experiencia

El tratamiento con APH no modific6 la composicion quimica de los quesos ni el pH, pero se
observaron diferencias significativas (p<0,05) en los recuentos microbioldgicos. En efecto, se verifico
que los quesos tratados a 400 MPa presentaron al inicio de la maduracion, recuentos de los
microorganismos del fermento inferiores a los de los quesos controles y tratados a 100 MPa (Tabla
2).

La disminucidn en los recuentos debido al tratamiento con APH, puede indicar inhibicién del
crecimiento de los microorganismos, por dafio en la pared celular, o la autolisis del fermento (Malone
et al., 2002; O’Reilly et al., 2002). El dafio en la pared celular puede ser sub-letal, y por lo tanto, los
microorganismos pueden recuperarse y multiplicarse luego de la presurizaciéon (Wick et al., 2004;
Moschopoulou et al., 2010).

Tabla 2. Valores (promedio * error estindar de las cuatro réplicas de quesos) de lactobacilos
termofilos y mesodfilos (loglOcfu/g), actividad de plasmina (nmoles of AMC liberados por g de
materia seca), actividad coagulante (nmol de producto liberado por h y por g de materia seca),

aminoacidos libres totales (mg de AA por 100 g de queso)

Item Tratamiento APH
T
fempo de | . T1 T2 T3 T4 SE
maduracion
. 1 8.72 8.58 8.89 7.69 6.89
Lactobacilos 45 3,41 332 3.60 3.12 335 0,32
termofilos
90 0.80 0.83 0.83 0.85 0,84
. 1 8.04 8.13 8.67 782 7.65
Lactobacilos 45 679 | 678 | 666 720 7,30 0,16
mesofilos
90 6,29 6,69 6,72 7,01 6,91
rctividad d 1 6,04 7.80 837 9.63 13.83
ctividad de 45 396 | 575 | 564 824 10,11 0,60
plasmina
90 3,73 528 588 10,32 12,91
. 1 158,85 | 16459 | 157.87 165,90 182,28
Actividad 45 196,71 | 21328 |25330 259,84 292,81 24,04
coagulante
90 198,86 | 216,80 | 190,22 203,03 202,46

Los quesos tratados a 400 MPa durante 10 min exhibieron una actividad de plasmina
significativamente mayor (p<0,05) que el resto, mientras que no se observaron diferencias debidas al
tratamiento con APH en la actividad coagulante residual. El seguimiento de la protedlisis mostrd que
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los quesos tratados a 400 MPa presentaron una mayor hidrdlisis de las caseinas os1 y B y niveles
significativamente mayores (P<0,05) de nitrégeno en las fracciones solubles (Figura 3). Los
resultados del analisis de los perfiles peptidicos también mostraron una aceleracidon de la maduracién
atribuible a la aplicacién de los tratamientos a 400 MPa (datos no presentados). Se observo que las
muestras tratadas a 400 MPa durante 10 min alcanzaron aproximadamente a los 60 dias de
maduracidn, los mismos niveles de nitrdgeno en las fracciones solubles y aminoacidos libres totales
que las muestras control al final de la maduracién (90 dias) (Figura 3). Los tratamientos a 100 MPa,
independientemente del tiempo de mantenimiento de la presion, no provocaron cambios relevantes
en ninguno de los parametros evaluados con respecto al control, a excepcién de un incremento en el
nitrégeno soluble en acido tricloroacético (NS-TCA).
A B

NS-pH 4 6NT (%)
NS-TCA/NT (%)

n o 40 Lo} B 100 L+ 0 A0 ) B 1

Tiempo de maduracion (dias)
Tiempo de maduracion (diaz)

4500

AR

3500
=L e
2501 --T1

Ammoacidos lbres totales
mg/100 g queso

o 40 0 &0 ai 100

Tiempo de maduracion (diaz)

Figura 3. Evolucion del NS-pH 4,6 y del NS-TCA (A y B) ambos expresados en relacion al NT, y
de los AAL totales (C) en funcién del tiempo de maduracion. Las flechas sefialan el tiempo
al cual las muestras tratadas con APH alcanzaron los mismos valores de ambas fracciones
solubles que los quesos controles.
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En este trabajo, en general, los indicadores de protedlisis evaluados demostraron que esta
transformacion bioquimica principal de la maduracioén fue afectada por el tratamiento con APH. El
efecto resulté mas notorio cuando el nivel de presidon aplicada fue 400 MPa, ya que se verifico en
indicadores no especificos como la fraccién soluble a pH 4,6, y se correspondid con los resultados de
la electroforesis, con una mayor intensidad en la fraccién osi-1 y en las fracciones de y-caseinas,
especialmente a los 45 dias de maduracion. La mayor intensidad de y-caseinas se correspondié con
la mayor actividad de la plasmina en los quesos en los que se aplicé esa presion. También los perfiles
peptidicos de las muestras tratadas a mayor presion se diferenciaron del resto, lo que evidenci6 una
mayor prote6lisis secundaria en los quesos T3 y T4.

El esfuerzo y la deformacion a la fractura de los quesos tratados a 400 MPa fueron mayores
que en el resto de las muestras al inicio de la maduracién, mientras que esos quesos presentaron
valores inferiores de elasticidad y la cohesividad durante todo el periodo de almacenamiento (Figura
4). El mantenimiento de los valores de estas propiedades durante el almacenamiento puede atribuirse
a la mayor protedlisis evidenciada en los quesos tratados a 400 MPa.
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Figura 4. Evolucién de la deformacion a la fractura (ef) (A), esfuerzo a la fractura (of) (B),
elasticidad (C)y cohesividad (D) durante el tiempo de maduracién de los quesos control y tratados.
Cada punto representa un valor promedio de las 4 réplicas de elaboracion. Los dvalos muestran las
diferencias significativas (p<0,05) en ery orentre las muestras tratadas a 400 y el resto, al inicio de

la maduracién
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Los parametros cromdaticos no resultaron afectados por el tratamiento con APH. El panel
entrenado, en las sesiones de andlisis sensorial, sefial6 que a los 45 dias de maduracién, los quesos
tratados a 400 MPa presentaron valores més intensos que las demas muestras en los atributos gusto
salado y flavour tipico. En un estudio previo, en el cual se evaluaron los atributos sensoriales que
caracterizan a un queso Reggianito maduro, se encontré que el flavour genuino y gusto salado fueron
los mas importantes (Ceruti et al., 2014). Los quesos tratados a la mayor presion (400 MPa), alcanzan
a los 45 dias de maduracidn, una intensidad superior a los quesos controles y tratados a 100 MPa. En
sintesis: los atributos que caracterizan a un queso maduro fueron mas intensos en los quesos tratados
a 400 MPa a los 45 dias de maduracién que en los controles y los tratados a 100 MPa.

El efecto del tiempo de mantenimiento de la presion no fue significativo en los parametros de
textura y en los atributos sensoriales evaluados, a excepcidn de la elasticidad, en la cual las muestras
tratadas a 400 MPa durante 10 min tuvieron un valor menor que las tratadas durante 5 min.

CONCLUSIONES

Los resultados de la primera experiencia permiten concluir que una modificacion sencilla en
la tecnologia de elaboracién de queso Reggianito, como la disminucién de la temperatura de coccion,
fue eficaz para incrementar la actividad residual de la enzima coagulante, con la consiguiente
aceleracion de la protedlisis y peptiddlisis en los quesos. El reemplazo de la quimosina bovina por
quimosina de camello, no presentd ventajas en este sentido.

En cuanto a la utilizacién de la tecnologia APH, se evidenci6 que un tratamiento de 400 MPa
durante 10 min fue efectivo para acelerar la maduracion del queso Reggianito a través del incremento
de la protedlisis y la peptiddlisis. Los quesos tratados a la mayor presidn mostraron una aceleracion
en el desarrollo de los atributos sensoriales de un queso maduro.

En las dos estrategias evaluadas, se produjo un incremento en la velocidad de maduracién
relacionado con el incremento de la protedlisis y el incremento de la actividad de enzimas
habitualmente presentes en la matriz alimentaria, como el coagulante y la plasmina. Asimismo, se
obtuvieron productos de buena calidad global y no se encontraron defectos.
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INTRODUCCION

Al evaluar el calostro bovino, es interesante plantear su utilizacién como matriz de procesos
tecnoldgicos para su transformacion en un alimento funcional, cabe destacar la importancia del valor
nutricional e inmunoldgico que presenta. La composicién quimica del calostro bovino es rica en
nutrientes de elevado valor bioldgico (proteinas séricas), presenta factores de crecimiento, factores
inmunes (inmunoglobulinas, principalmente la variante G) y antimicrobianos y reparadores de tejido
(Sousa et al., 2014). Independientemente del uso zootécnico y terapéutico en especies pecuarias,
debido a su condicién nutricional, el calostro puede emplearse en humanos, ya que presenta un
prometedor campo de desarrollo de alternativas para el alivio de infecciones humanas asociadas a
estados inmunodeficientes. Ademds, se plantea el uso como estrategia para prevenir o controlar brotes
epidémicos de enfermedades (Valdivia et al., 1995).

Las proteinas séricas son proteinas termosensibles y se desnaturalizan por el calor a
temperaturas superiores a los tratamientos de pasteurizacién. En la leche, el 80% de ellas son a-
lactoalbuminas, pero en calostro, las B-lactoglobulinas son las mayoritarias. En el aspecto nutritivo,
estas proteinas son mas ricas que las caseinas en aminoacidos esenciales (Amiot, 1991). Las (-
lactoglobulinas no se encuentran en leche humana, poseen una amplia funcionalidad y caracteristicas
nutricionales que la hacen un ingrediente multifuncional para ser utilizado en muchos alimentos y
para aplicaciones bioquimicas. Con respecto a las a-lactoalbiminas, se encuentran en un nivel
considerable en calostro y se destacan por tener amplios beneficios, como fomentar la absorcion de
minerales, efectos antibacteriales, inmunomoduladores y antitumorales. Las inmunoglobulinas
presentes en el calostro, son proteinas que forman parte del sistema de defensa contra
microorganismos patdégenos. La Inmunoglobulina G (IgG) es la mas abundante. La cantidad de esta
Inmunoglobulina es uno de los pardmetros cuantificados que garantizan la calidad nutricional del
mismo.

La naturaleza termosensible del calostro bovino influye en el procesamiento de productos a
base calostro a la hora de lograr inocuidad y estabilidad para el consumo humano. En la actualidad,
se observa un potencial consumo de productos a base de calostro, ocupando un rol fundamental en
consumidores especificos (Campos et al., 2007). Se comercializan como productos nutracéuticos, es
decir, alimentos que poseen un efecto beneficioso sobre la salud humana (Uruakpa et al., 2002). La
aplicacion de un tratamiento térmico como la pasteurizacién baja discontinua, tiene como principal
objetivo reducir las bacterias banales en un 99% y eliminar el 100% de las bacterias patégenas que
puedan afectar la salud del consumidor y alterar el alimento; modificando en menor medida la
estructura fisica, los componentes quimicos y las propiedades organolépticas presentes inicialmente,
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a un costo minimo. Ademas, permite prolongar la vida ttil del alimento otorgandole un tiempo mas
prolongado de conservacion a temperaturas de refrigeraciéon (Elizondo, 2007). Por otro lado, se
encuentra disponible la utilizacién de un tratamiento no térmico que equivale a una “pasteurizacion
fria”, la tecnologia de Altas Presiones Hidrostaticas (APH). Este tipo de tecnologia brinda la
posibilidad de contar con productos que no fueron sometidos a temperatura, con caracteristicas mas
naturales, con efectos minimos sobre sus propiedades sensoriales y nutricionales, libres de
microorganismos patégenos y con bajos recuentos de microbiota alteradora (Torres y Velazquez,
2005).

La tecnologia de secado spray como tratamiento térmico para lograr la conservacion del
producto complementa los procesos anteriormente mencionados. El secado por atomizacidén se
caracteriza por ser una técnica rapida, altamente reproducible, apropiada para aplicaciones
industriales y cuyos costos de procesamiento son relativamente bajos. La principal desventaja es el
empleo de elevadas temperaturas necesarias en el proceso de evaporacion del liquido, las cuales
pueden afectar la calidad nutricional del calostro bovino.

El objetivo de este trabajo fue estudiar como afectan tratamientos de preservacion térmicos y
no térmicos (pasteurizacién baja y APH) y de conservacion (secado spray) la calidad fisicoquimica,
microbioldgica y nutricional del calostro bovino.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se dividi6 en dos etapas: en la primera se compararon muestras controles (CC) con
muestras de calostros tratadas por pasteurizacion baja (64°C durante 3min). La segunda etapa
consisti6 en una comparacién de calostros controles con calostros tratados por altas presiones
hidrostaticas, a dos niveles de presion y tiempo de presurizacion (305 MPa durante 15 min y 505 MPa
durante 5 min). Luego de la aplicacidon de ambos tratamientos de preservacion, todas las muestras
(controles y tratadas) fueron deshidratadas por secado spray.

Obtencion de las muestras

Se utiliz6 el primer calostro (2 litros) de 7 vacas recién paridas del tambo experimental de la
Estacion Experimental Agropecuaria Rafaela del INTA. Se realiz6 a cada muestra la medicién de pH
y de materia grasa para determinar la calidad fisico quimica inicial. Luego se estandarizaron las
muestras para evitar que la grasa interfiera en los andlisis posteriores y en la tecnologia de secado
spray. Para esto se aplicd un proceso de desnatado mediante fuerza centrifuga. Posteriormente se
realiz6 nuevamente la medicién de materia grasa para determinar la efectividad del proceso y el pH
para garantizar las condiciones iniciales de las muestras controles.

Tratamiento térmico y no térmico de las muestras

A partir de las muestras controles (calostro desnatado sin ningin tipo de tratamiento) se
generaron alicuotas para la realizacion de los siguientes tratamientos: pasteurizacion baja a 63°C
durante 3 min (T1), correspondiente a la etapa 1 y altas presiones hidrostaticas a dos presiones (305
y 505 Mpa) y tiempos de presurizacion (15 y 5 min), correspondiente a la etapa 2. En ambas etapas
los tratamientos se controlaban con muestras controles a las cuales no se les aplicd ningun
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tratamiento. Posteriormente, tanto las muestras controles como las muestras tratadas fueron
deshidratadas por secado spray (T3), utilizando pardmetros de secado estandarizados (Tabla 1).

Tabla 1. Condiciones utilizadas para el secado spray de las muestras.

Variables del proceso Resultados
Temperatura de entrada 60 °C
Temperatura de salida 39 °C
Flujo de Aire de Aspersién (60mm) 7421h !
Bomba Peristéltica (7%) 3,5 ml/min
Aspiracién (100%) 37,50m3/h

Analisis de las muestras
Los analisis realizados a las muestras controles (CC), a las muestras tratadas liquidas y
deshidratadas (T1, T2 y T3) fueron los siguientes:

* Fisico quimicos: pH (método potenciométrico estindar de la APHA Bradley y col., 1993),
humedad (principio termo gravimétrico mediante analizador hal6geno de humedad HB43-S
de Mettler Toledo), materia grasa segiun Gerber (IRAM 14003-2:1990), proteina total y
nitrégeno no proteico (método de Kjeldahl, segin la norma ISO FDIS 8968-3 IDF 20-3:
2004).

* Microbiolégicos: bacterias aerobias totales (método oficial AOAC (986.33 y 989.10) ISO
4833:2003), bacterias coliformes (método oficial AOAC (986.33 y 989.10) ISO 4833:2003),
Escherichia coli (método oficial AOAC (986.33 y 989.10) ISO 4833:2003) y Estafiloccocus
aureus coagulasa positiva (Fil 145A:1997)

e Test de Inhibidores (kit comercial Delvotest).

* (alidad nutricional: cuantificacion de proteinas solubles (IgG, a-lactoalbimina y -
lactoglobulina) por cromatografia liquida por UPLC.

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion fisico quimica del calostro sin desnatar.
En la Tabla 2 se presenta la caracterizacion inicial de los calostros recibidos.

Tabla 2. Caracterizacion inicial de los calostros

Pariametro Calostro Calostro
Etapa 1 Etapa 2
Grasa % (gr/100ml) | 6,33 + 1,04 7,27+0,12

Solidos Totales % | 24,20 £5,68 |25,33£0,58
(gr/100ml)
pH 6,49 0,07 6,70 = 0,02
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Para cada variable analizada, los valores corresponden al promedio y desviacion estandar de
las muestras utilizadas en cada etapa.

Caracterizacion del calostro desnatado.

Luego de realizar el desnatado para obtener las muestras de calostros controles (CC) utilizadas
en las etapas 1 y 2, se realiz6 la caracterizacién de los mismos (Tabla 3).

Tabla 3. Caracterizacion inicial de los calostros controles desnatados.

Parametro CC Etapa 1 CC Etapa 2
Grasa % 045 £0,05 |0,15+0,05
(gr/100ml)
Proteina Total % | 13,59 £ 1,53 | 15,97 £ 3,89
(gr/100ml)
Sélidos Totales % | 16,82 +1,70 |20,70 £ 0,57
(gr/100ml)
pH 6,49 + 0,07 6,69 + 0,02

Para cada variable analizada, los valores corresponden al promedio y desviacion estandar de
las 3 muestras de CC utilizadas en cada etapa.

Composicion microbiolégica.
Los resultados de los analisis en las muestras CC de recuento de E. coli y Estafiloccocus

aureus coagulasa positiva dieron ausencia de patdgenos y el test de antibidticos dio negativo para los
antibidticos evaluados. Se observo la presencia de una baja carga de coliformes a 30°C.

Calidad nutricional.
A los calostros controles desnatados se les realizo la cuantificacion inicial de los valores de

Inmunoglobulina G, B-lactoglobulina y a-lactoalbimina. En la Tabla 4 se especifican los valores
obtenidos.

Tabla 4. Caracterizacion nutricional inicial de los CC.

Parametro C C Etapa 1 C C Etapa 2
mg/L
IgG 83.532 +£10.031 108.076 + 36.315

B-lactoglobulina | 12.252 +1.670 11.052 £5.874

a-lactoalbtimina |, 529 . 14 2393 + 1.800

Para cada variable analizada, los valores expresados en miligramos por litro corresponden al
promedio y desviacion estindar de las muestras analizadas en cada etapa.

En el Cédigo Alimentario Argentino (CAA, Capitulo 7 alimentos de régimen o dietéticos,
Articulo 1382, 2010) se define que al calostro debe cumplir con las siguientes exigencias
microbioldgicas: valor de bacterias mes6filas menor a 10.000 UFC/ml, ausencia de coliformes y
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patoégenos (Escherichia coliy Estafilococcus aureus coagulasa positiva), ademas debe ser negativo a
la prueba de antibidticos. Desde el punto de vista nutricional debe tener valores de IgG mayores o
iguales a 50.000 mg/L, y desde el punto fisico quimico debe responder a los siguientes valores
expresados en gramos cada 100 mililitros: para materia grasa del 6%, s6lidos totales del 23-26% y
proteinas totales del 14%. Estos valores establecidos en comparacién con los obtenidos en la
caracterizacion realizada a las muestras utilizadas para la etapa 1 y etapa 2 del ensayo, ponen de
manifiesto que, desde el punto de vista de la inocuidad, calidad nutricional y composicional, la calidad
inicial del calostro control utilizado para los ensayos fue la adecuada.

Etapa 1: Pasteurizacion baja y secado spray

La pasteurizacion baja logrd la reduccion de las RBT (recuento de bacterias aerobias mesofilas
totales) y coliformes totales luego de la aplicacion y con respecto a la calidad nutricional no afect6
los niveles de B-lactoglobulina, a-lactoalbimina e IgG (Tabla 5).

Tabla 5. Calidad nutricional de calostro control (CC) y calostro pasteurizado (CP).

Parametro cC CP Efecto del

mg/L Tratamiento

IgG 83.532+£10.031 ([84.453 £20.510 No
significativo

B-lactoglobulina | 12.252 + 1.670 12.064 = 2.181 No
significativo

a-lactoalbimina |[4.089 = 140 3.846 £ 318 No
significativo

Los valores expresados en miligramos por litro corresponden al promedio y desviacion
estandar de las muestras analizadas.

La B-lactoglobulina resulté significativamente afectada por el tratamiento de deshidratacion
(pérdidas de un 58-61%), presentando los calostros deshidratados (tanto los CC como los CP) valores
mas bajos que los presentados antes del secado spray (Tabla 6)

Tabla 6. Calidad nutricional de calostro control deshidratado (CCD) y calostro pasteurizado
deshidratado (CPD).

Parametro % de pérdida
Efecto del
CCD CPD
mg/L CCDh CPD Tratamiento
IgG 80.914 £ 14.639 [ 65.813 = 13.351 3 22 No
significativo
B-lactoglobulina |5.193 +1.709 4.670 = 1.787 58 61 p>0,05
a-lactoalbimina 2.996 + 153 2934 +75 27 24 No
significativo

Los valores expresados en miligramos por litro corresponden al promedio y desviacion
estandar de las muestras analizadas.
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Etapa 2: Altas Presiones Hidrostaticas y secado spray
Se observé que los tratamientos con APH (CA: 305 MPa durante 15 minutos y CB: 505 MPa durante
5 minutos), no fueron efectivos para lograr la reduccién de las bacterias aerobias mesodfilas totales.
Con respecto a la calidad nutricional, luego de la aplicacién de ambos tratamientos de altas presiones
hidrostaticas se observaron pérdidas significativas (47-66%) en los niveles de IgG para los
tratamientos CA y CB respectivamente (tabla 7).

Tabla 7. Calidad nutricional de calostros controles (CC), calostros tratados por APH 305 MPa
durante 15 minutos (CA) y calostros tratados por APH 505 MPa durante 5 minutos (CB).

Parametro % de
érdi Efecto del
ccC CA CB Pérdida ec 0. e
Tratamiento
mg/L CA | CB
IgG 108.0876 = 36.315 57.678 £8.678 | 36.606 = 3.883 47 66 p>0,05
B-lactoglobulina 11.052 £5.874 7.486 =3.296 4.922 £4.750 32 | 55 No significativo
a-lactoalbiimina 2.393 + 1.800 3.161 £ 1.531 - - No significativo

Los valores expresados en miligramos por litro corresponden al promedio y desviacion
estandar de las muestras analizadas.

No se observaron diferencias significativas entre los niveles de proteinas séricas e IgG luego
del proceso de deshidratacion. Las muestras tratadas por APH a mayor presion gelificaron, por este
motivo no pudieron ser deshidratadas.

Caracteristicas del calostro deshidratado obtenido en la etapa 2.

Al calostro deshidratado se lo caracterizd evaluando la humedad, el porcentaje de proteina
total, proteina soluble, IgG, P-lactoglobulina y oa-lactoalbimina (Tabla 8). Los resultados se
encuentran expresados en gr% (gramos del componente especificado cada 100gr de calostro). En
general, el calostro desnatado en polvo obtenido presenta una composicion elevada de IgG y proteinas
séricas, brindandoles una caracteristica funcional.

Tabla 8. Caracterizacion del calostro deshidratado cada 100gr.

Parametros gr/100gr | Calostro deshidratado
Humedad 5,00
Proteina Total 63,00
Proteina Soluble 30,08
IgG 28,00
B-lactoglobulina 3,70
a-lactoalbimina 1,55

Valores promedio y desviacion estandar de los pardmetros evaluados para la caracterizacion
del calostro deshidratado (CAD) de la etapa 2.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se compararon distintas estrategias tecnoldgicas aplicadas al calostro bovino,
destinadas a asegurar su inocuidad, minimizando la pérdida de su alto valor nutritivo. La primera de
ellas consisti6 en una tecnologia tradicional como es la pasteurizacion baja. La segunda estrategia se
estudi6 en una intervencion tecnoldgica innovadora, la aplicacion de la tecnologia de altas presiones
hidrostaticas. Luego de la aplicacién de ambas tecnologias, se evalud el secado spray como una
alternativa de conservacion del producto final.

La pasteurizacién baja permiti6 reducir el nimero de microorganismos presentes en la matriz
inicial, conservando los niveles de proteinas solubles y manteniendo los niveles de IgG dentro de
valores establecidos en el C.A.A La deshidratacién de este producto afect6 los niveles de f-
lactoglobulina., Se logrd obtener un calostro en polvo, bajo en grasas, sin antibidticos, inocuo, y con
un elevado valor biolégico, debido al alto contenido de proteinas séricas e Inmunoglobulinas.

En cuanto al efecto de la tecnologia APH se evidencié que la aplicacion de ambas
combinaciones de presion y tiempo resultaron insuficientes para reducir la carga microbioldgica
inicial presente en el mismo. Ademas, en sus diferentes tratamientos aplicados, afectd los niveles de
IgG, siendo mayor el efecto a la presién més elevada. Sin embargo, los niveles de IgG permanecieron
dentro del rango 6ptimo establecido por el CAA para calostro para el tratamiento en el cual se aplico
una presion de 305 MPa durante 15 min, mientras que, para el tratamiento mas intenso, la reduccion
condujo a valores por debajo del limite inferior aceptable de esta inmunoglobulina para este tipo de
matriz lictea.

Considerando los resultados obtenidos, y teniendo en cuenta la aceptacién industrial del
tratamiento convencional, como es la pasteurizacion baja y en su desventaja el elevado costo de la
tecnologia APH, se concluye que la pasteurizacion baja fue el tratamiento més adecuado para lograr
cumplir con los objetivos. Sin embargo, se deberian realizar mas estudios utilizando el tratamiento
de altas presiones hidrostaticas, con diferentes combinaciones de presion y tiempo, de modo de
establecer las combinaciones adecuadas que permitan reducir la carga microbiana, conservando las
concentraciones de los componentes de interés nutricional en calostro.
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INTRODUCCION

La creciente especializacion de los métodos de andlisis, el desarrollo de una multiplicidad de
técnicas de laboratorio, junto a la necesidad de satisfacer a los clientes, hace que los laboratorios se
esfuercen para mejorar la calidad de los servicios que brindan.

La necesidad de contar con métodos que lleven a una optimizacion de los recursos y a una
mejora continua de la calidad de los servicios ha determinado la aparicién de nuevos paradigmas que
se enmarcan en diferentes modelos de gestion de la calidad. La gestion del laboratorio es uno de ellos
y la Norma ISO 17025:2005 marca oportunamente el Sistema de Gestion de Calidad (SGC) del
Laboratorio de Calibracion y Ensayo.

Trabajar bajo un SGC aumenta la satisfaccion de los clientes brindando servicios que cumplen
con sus necesidades y expectativas. Ademads, enfatiza las actividades de planificacién, prevencion,
revisiones periddicas, mejora continua y formacién. Permite generar mejoras internas en lo
relacionado a comunicacién, motivacion, control de proveedores, productividad, capacidad de
cambio y adaptabilidad de las personas.

Para implementar un SGC en un laboratorio de ensayo se deben seguir y cumplimentar los
lineamientos especificados en la Norma ISO 17025:2005, “Requisitos generales para la competencia
de laboratorios de calibracidon y ensayo”. Dicha norma establece los criterios para los laboratorios
que buscan demostrar que son técnicamente competentes, que operan con un sistema de calidad
efectivo y que son capaces de generar resultados de ensayo técnicamente validos.

Esta norma es la base para obtener la acreditacion de laboratorios por organismos de
acreditacion (Organismo Argentino de Acreditacion, 2014).

La acreditaciéon es el reconocimiento formal de competencia e imparcialidad para los
laboratorios. Se realiza mediante una evaluacién independiente en base a requisitos normativos
internacionales. Demuestra que esas entidades son confiables para realizar ensayos (Organismo
Argentino de Acreditacion, 2015).

El Organismo Argentino de Acreditacion (OAA) es la entidad responsable de auditar y otorgar
la acreditacion a un laboratorio para un ensayo particular. Respalda, con reconocimiento
internacional, la competencia técnica de las entidades acreditadas y garantiza la calidad de los
resultados obtenidos (OAA, 2015).

La acreditacién de laboratorios debe basarse en alcances de acreditacion definidos de forma
clara, precisa y sin ambigiiedades que proporcionen, tanto al cliente del laboratorio como a otras
partes interesadas, informacion concreta sobre la competencia técnica demostrada por el laboratorio.

Los beneficios de acreditar un laboratorio bajo la norma ISO 17025 son:

160



INTA — ESTACION EXPERIMENTAL AGROPECUARIA RAFAELA.
INFORMACION TECNICA DE PRODUCCION ANIMAL 2016

e Reduccion de riesgos, pues permite al laboratorio determinar si esta realizando su
trabajo correctamente;

o Compromiso de todo el personal del laboratorio con el cumplimiento de los requisitos
de los clientes;

e Evaluaciones periddicas del organismo de acreditacion le proporcionan un punto de
referencia para mantener la competencia.

e Mejora continua del sistema de gestion del laboratorio;

e Desarrollo continuo de la competencia del personal a través de planes de formacién y
de la evaluacion de la eficacia de los mismos;

e Mejora de la imagen e incremento de la confianza y satisfaccién de los clientes;

e Reconocimiento internacional, por medio de los acuerdos de mutuo reconocimiento
entre los organismos de acreditacion de los distintos paises.

En este sentido, los laboratorios de produccién animal del INTA Rafaela compuesto por: el
Laboratorio de Calidad de Leche y Agroindustria (LCLA), Laboratorio de Miel (LM) y Laboratorio
de Forrajes (LF) orientan sus actividades a implementar un SGC, segun ISO 17025:2005, a las
determinaciones de rutina, dando prioridad a aquellas que dan respuesta a ensayos de investigacion y
desarrollo (I&D) y servicios a terceros.

La implementacién de SGC responde a las necesidades y exigencias de los productores y
empresas de la zona, muchas de las cuales exportan sus productos, como asi también de los
responsables de las lineas de I&D que se realizan dentro de la Institucidn, requiriendo entonces la
utilizaciéon de metodologias analiticas con reconocimiento internacional, lo que se traduce en
confiabilidad y eficiencia en el trabajo realizado.

METODOLOGIA

La primera etapa de la implementacion de la norma ISO 17025:2005 involucrd la
sensibilizacion del personal con respecto a la filosofia, propdsitos, importancia, ventajas, mejoras que
se obtienen y el compromiso que deberan tener todos los implicados para alcanzar el éxito en la
implementacién del SGC.

Luego se realizé un anélisis de la situacién del SGC actual del laboratorio y su grado de
aplicacion de la norma ISO 17025:2005, valorando lo que tiene el laboratorio y lo que deberia tener
segtin la misma.

Se definid el alcance de la acreditacidn; por lo que se trabajo en los siguientes ensayos:

* Composicién Quimica por Infrarrojo en leche fluida de vaca, pardmetros: grasa,
proteina y solidos totales, ISO 9622 IDF 141:2013;

® Determinacién de Valor Perdxido en grasa lactea anhidra, Norma ISO 3976, IDF 74
:2006;

® Determinacion de Color Lovibond en miel, Norma IRAM 15941-1:2007;

® Determinacion de Color Pfund en miel, Norma IRAM 15941-2:2007;

® Determinacion de Humedad Refractométrica en miel, basado en la metodologia
descripta en Norma IRAM 15931:2007;
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* Fibra Detergente Neutro en forrajes, método ANKOM validado con Norma ISO
16472:2006

* Fibra Detergente Acido en forrajes, método ANKOM validado con Norma ISO
13906:2008.

Se confecciond el Manual de Calidad junto con los objetivos y politica de calidad y se
elaboraron todos los procedimientos referidos a gestion correspondientes a organizacion, sistema de
gestion, control de los documentos, revision de los pedidos, ofertas y contratos, subcontrataciéon de
ensayos, compras, servicios al cliente, quejas, control de trabajo de ensayo no conformes, mejora,
acciones correctivas, acciones preventivas, control de los registros, auditorias internas y revision por
la direccidn.

Se implementaron los instructivos de ensayos y los de estimacién de incertidumbre de cada
una de las técnicas seleccionadas para la acreditacion. En cada ensayo se planificé y disefié un
programa de aseguramiento de la calidad que incluy6 una variedad de actividades tendientes a
prevenir problemas, optimizar la precision y exactitud de los ensayos. Entre ellas se pueden
mencionar:

® Graficos de control;

* Uso regular de Materiales de Referencia Certificados o un control de la calidad interno
utilizando Materiales de Referencia;

* Repeticidn de ensayos utilizando el mismo método o métodos diferentes;

* Repeticidn del ensayo a partir de las contramuestras;

* Participacion en ensayos interlaboratorio;

* etc.

Se llevaron a cabo auditorias internas para verificar el cumplimiento con los requisitos de la
norma de referencia. En ellas se detectaron desvios, acciones preventivas y oportunidades de mejora,
las cuales fueron tratadas e implementadas para mejorar la eficiencia del SGC implementado.

Finalmente, se recibid la auditoria por parte del OAA y se logré obtener la acreditacion de los
ensayos mencionados anteriormente.

Cabe destacar que los laboratorios del area de produccién animal cuentan con otras
capacidades técnicas las cuales se detallan a continuacion:

El LCLA est4 dividido en dos areas de investigacion, las cuales trabajan conjuntamente para
dar respuesta a las actividades de 1&D y servicios a terceros:

- Area Procesamiento de Productos Licteos: dispone de una miniplanta experimental de

quesos a escala de laboratorio (capacidad maxima de procesamiento 200 litros), que trata de
reproducir las condiciones de fabricacion industrial y permite el control y la regulacién de cada una
de las variables criticas para la elaboracion de quesos de calidad, requisito indispensable para la
realizacion de trabajos de I&D. Posee un equipo de filtraciéon por membranas apto para ultrafiltracion,
nanofiltracidon y ésmosis inversa. Ademas, cuenta con un sector de fermentacion, equipado con tres
fermentadores, una centrifuga continua y un secadero spray. Esto permite la produccién de biomasa
de bacterias y levaduras, en medios sintéticos, suero o permeado obtenidos por tecnologia de
membranas, su concentracidon y microencapsulacioén en diferentes matrices.
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- Area de Anélisis fisico-quimicos de leche y productos lacteos: cuenta con equipos modernos

equipos que permiten la ejecucion de los siguientes ensayos:

Acidez en Leche Fluida y en Leche en Polvo

Cloruros en Leche Fluida y Queso

Estabilidad Térmica en Leche Fluida y en Leche en Polvo
Grasa Libre en Leche en Polvo

Grasa en Leche Fluida y Queso

Humedad en Leche en Polvo y Queso

Lipasa en Suero

Lipdlisis en Muestras Frescas y Leche en Polvo

Perfil de Acidos Grasos Totales en muestra fresca y seca
pH en Leche Fluida y Queso

Proteina Total en Leche y productos lacteos

Nitr6geno No Proteico en Leche y productos lacteos
Caseina en Leche y productos lacteos

Prueba del alcohol en Leche Fluida

Secado Spray

Tiempo de coagulacién

Valor Peréxido en Aceite, Leche Fluida y en Leche en Polvo

Por otra parte, el LM dispone de capacidades técnicas (profesionales y equipamiento) para la

ejecucion de proyectos de I1&D y para la realizacién de servicios a terceros. Las actividades de

investigacion estan orientadas hacia la caracterizacion integral de la miel, es decir analizarla desde el

punto de vista fisicoquimico, palinolégico y sensorial.

Los anélisis en Miel que se ofrecen como servicio son:

Acidez Libre
Conductividad Eléctrica
HMF (Método Winkler)
pH

Origen Boténico

Finalmente, el LF analiza forrajes conservados, verdes, productos y/o subproductos de la

agroindustria y participa en las actividades de servicio, extension e investigacion. Integra una red que

tiene como objetivo ajustar permanentemente las distintas metodologias y ponerlas a disposicion de

productores, profesionales y contratistas del sector.

Los ensayos que ofrece el laboratorio son:
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- Técnicas fisico-quimicas:

® Materia Seca, pH, tamafio de particula, microscopia cualitativa de alimentos
balanceados, actividad ureésica.

¢ Componentes nitrogenados: proteina bruta, nitrogeno no proteico, proteina soluble,
proteina soluble en hidréxido de potasio, nitrogeno insoluble en detergente acido,
nitrégeno insoluble en detergente neutro, nitrégeno amoniacal.

¢ Pared celular: fibra detergente neutra, fibra detergente 4acida, lignina detergente acida.
¢ Lipidos: extracto etéreo

® Materia inorgénica: cenizas, macrominerales (calcio, magnesio, sodio, potasio,
fésforo, cloruro)
- Técnicas in vitro:

* Digestibilidad in vitro de 1la materia seca, fibra detergente neutra digestible, proteina
degradable.

CONSIDERACIONES GENERALES

La acreditacion de las lineas de ensayo mencionadas permiti6 a los laboratorios del area de
produccién animal garantizar su competencia técnica y la validez de sus resultados; asegurando la
calidad de sus mediciones con el prop6sito de obtener resultados exactos, confiables, oportunos y
adecuados para el uso previsto.

La implementaciéon de los procedimientos especificados en la norma ISO 17025:2005
permitid estandarizar todos los procesos llevados a cabo en los laboratorios de manera de realizar las
actividades de manera eficiente, teniendo como prioridad la satisfaccion al cliente.

La realizacion periddica de auditorias internas y de las auditorias de mantenimiento del OAA
permitid verificar y mejorar el SGC.

Actualmente, los laboratorios se encuentran trabajando para extender el alcance de la
acreditacion en las siguientes lineas de ensayo: determinacion de lipdlisis en grasa lactea anhidra,
determinacion de pH y conductividad en miel.

La experiencia adquirida en la implementaciéon de la norma ISO 17025:2005 permiti6 a los
laboratorios del area de produccién animal generar un espacio de trabajo con otras instituciones. El
objetivo de establecer este intercambio es detectar necesidades de capacitacion, entrenamiento,
asistencia técnica y brindar auditorias con el fin de generar un 4mbito de discusion e intercambio con
el resto de los laboratorios.
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PLANIFICACION Y DISENO,DE UN ENSAYO INTERLABORATORIO
PARA LA DETERMINACION DE VALOR PEROXIDO EN GRASA

LACTEA ANHIDRA
ADORNI, M.B.*; CAMPOS, S.; CUATRIN, A.; PAEZ, R. ; COSTABEL, L.

1 INTA EEA Rafaela, Rafaela, Santa Fe, Argentina. Ruta 34 km 227,
* Autor de contacto: adorni.maria@inta.gob.ar

INTRODUCCION

En los ultimos afios, los laboratorios de ensayo encaminan sus esfuerzos hacia la
implementacion de un sistema de gestion de calidad (SGC) con el objetivo de garantizar su
competencia técnica y la validez de sus resultados; asegurando la calidad de sus mediciones con el
propdsito de obtener resultados exactos, confiables, oportunos y adecuados para el uso previsto.

Para implementar un SGC en un laboratorio de ensayo se deben seguir y cumplimentar los
lineamientos especificados en la Norma IRAM 301/ ISO/IEC 17025:2005, “Requisitos generales para
la competencia de laboratorios de calibracion y ensayo”. Dicha norma establece los criterios para los
laboratorios que buscan demostrar que son competentes, que operan con un sistema de calidad
efectivo y que son capaces de generar resultados de ensayo técnicamente validos. La norma es la base
para obtener la acreditacién de laboratorios por el Organismo Argentino de Acreditacion (OAA).

Uno de los requisitos técnicos especificados en la Norma IRAM 301 / ISO/IEC 17025:2005
es que el laboratorio debe utilizar material de referencia (MR) o material de referencia certificado
(MRC) y participar en ensayos interlaboratorios (EI) o ensayos de aptitud (EA) para realizar el
seguimiento de la validez de los ensayos llevados a cabo.

Ensayos interlaboratorios:

Los EA o EI dentro de los instrumentos de gestion de la calidad, son una herramienta que
permite a los laboratorios demostrar y evaluar su aptitud técnica, ajustar sus métodos de medicion y
calibracién, comparar resultados con sus pares y por lo tanto asegurar la calidad de las mediciones.

El objetivo principal de los EI es verificar el desempefio analitico de cada uno de los
laboratorios participantes. Esta actividad permite identificar las posibles causas de error en los
métodos y por lo tanto perfeccionar los procedimientos de ensayo, asi como también evaluar los
desvios, desarrollar nuevos métodos y realizar la comparacién de los mismos.

Los EI implican la distribuciéon simultinea de submuestras seleccionadas al azar a los
diferentes laboratorios participantes para ser analizadas. Al finalizar el ensayo, los resultados son
devueltos al organismo coordinador y son comparados con los valores asignados a fin de dar una
indicacion del desempefio de los laboratorios individuales y del grupo en su conjunto (Organismo
Argentino de Acreditacion, 2014).

La Norma ISO/IEC 17043:2010, “Evaluacién de la conformidad — Requisitos generales para
los ensayos de aptitud”, especifica los requisitos generales que debe seguir una organizacion para
planificar y disefiar un EI.

165



INTA — ESTACION EXPERIMENTAL AGROPECUARIA RAFAELA.
INFORMACION TECNICA DE PRODUCCION ANIMAL 2016

Materiales de referencia, control de calidad interno:

Los MR son una herramienta importante en la realizacién de varios aspectos de la
calidad de la medicion y se usan para la validacién del método, calibracion, estimacion de
incertidumbre de la medicidn, capacitacion, control de calidad interno y para el aseguramiento de la
calidad externo.

Existe una diferencia fundamental entre un MR y un MRC. El MR corresponde a un material
suficientemente homogéneo y estable con respecto a una o méas propiedades especificadas, las cuales
han sido establecidas para ajustarse a un uso previsto de un procedimiento de medicién. Puede ser
elaborado por el mismo laboratorio para ser utilizado como un control de calidad interno con el
objetivo de verificar la performance del ensayo llevado a cabo; en este caso se denomina MR interno.

Por el contrario, un MRC es un material de referencia caracterizado por un procedimiento
metrolégicamente valido para una o méas propiedades especificadas, acompafiado por un certificado
que provee el valor de la propiedad especificada, su incertidumbre asociada y una declaracion de su
trazabilidad metroldgica (IRAM 455:2002).

Implementacion de actividades de aseguramiento de la calidad en la determinacion de valor
peroéxido en grasa lactea anhidra:

El Laboratorio de Calidad de Leche y Agroindustria (LCLA) del INTA Rafaela priorizé como
uno de sus objetivos obtener la acreditacion segtiin Norma IRAM 301/ ISO/IEC 17025:2005 para la
determinacion de valor per6xido en grasa lactea anhidra.

La determinacion de valor perdxido es un ensayo que permite conocer el grado de oxidacion
de productos lacteos, el cual provoca alteracion de las propiedades organolépticas y pérdida del valor
nutricional de los mismos. El valor obtenido es requerido por el mercado internacional para poder
realizar la exportacion del producto.

Uno de los requisitos técnicos especificados en la Norma IRAM 301 / ISO/IEC 17025:2005
es que “el laboratorio debe tener procedimientos de control de calidad para realizar el seguimiento de
la validez de los ensayos llevados a cabo”. Para cumplimentar este requisito es necesario utilizar
MRC o un control de calidad interno y participar en EI.

De acuerdo a este contexto, el problema que se presenta al momento de acreditar el ensayo de
determinaciéon de valor perdxido en grasa lactea anhidra es la inexistencia de MRC y EI a nivel
nacional; los cuales constituyen una herramienta fundamental para comprobar la validez de los
resultados emitidos por el laboratorio. Es asi que se propuso planificar y disefiar un EI de valor
peréxido en grasa lactea anhidra acorde a los lineamientos especificados en la Norma ISO/IEC
17043:2010 y en elaborar un MR interno con el objetivo de enmarcar estas actividades en el programa
de aseguramiento de la calidad interno desarrollado por el propio laboratorio, debido a la inexistencia
de estas herramientas a nivel nacional.

MATERIALES Y METODOS

El programa de aseguramiento de la calidad para la determinacién de valor perdxido en grasa
lactea anhidra contempld la planificacion de dos actividades: el disefio de un EI, acorde a los
lineamientos especificados en la Norma ISO/IEC 17043:2010 y la planificacién de la elaboracion de
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un MR interno con el objetivo de utilizarlo como herramienta de control de calidad cada vez que se
realiza la determinacion.

Se elabor un set que contiene dos muestras (identificadas como 564 y 836) de grasa lactea
anhidra, con valores de per6xidos contrastantes, similares a las concentraciones utilizadas en los
ensayos de rutina en los laboratorios participantes.

Luego de que las muestras se envasaran en su forma final y previo a la distribucién de las
mismas a los diferentes laboratorios participantes, fueron analizadas con el objetivo de realizar la
prueba de homogeneidad, cuyo fin es comprobar que las muestras distribuidas sean comparables entre
si.

En fecha igual o posterior a la indicada a los laboratorios participantes como limite para la
realizacion de los ensayos, se realiz6 la prueba de estabilidad sobre las muestras, con el fin de evaluar
la vida util de las mismas mientras se mantienen almacenadas a temperatura de congelacion.

Ademas, se evalud la estabilidad durante el transporte. Para esto, se realizé una simulacién de
transporte, es decir, se prepard una conservadora y se expuso a las diferentes condiciones climaticas
que se pudieran presentar durante un periodo de tiempo igual al empleado para entregar las muestras
al destino mas lejano, correspondiente a 300 km. Esta prueba tiene como objetivo verificar que no se
altere la concentracion de valor perdxido durante el transporte.

Una vez que se obtuvieron resultados satisfactorios en las pruebas descriptas anteriormente,
las muestras fueron enviadas a los cinco laboratorios participantes para la determinacidon de valor
perdxido, segtin norma ISO 3976/IDF 74:2006.

Los laboratorios enviaron los resultados obtenidos al LCLA, quién realiz6 un analisis
estadistico que incluyo:

* Test de Grubbs: su finalidad es determinar la existencia de resultados andmalos respecto a
la serie de resultados obtenidos;

* Valor asignado: se calculd como el promedio robusto (x*) de los resultados reportados por
los laboratorios participantes. El procedimiento aplicado es acorde a los lineamientos especificados
en la Norma ISO 13528:2005;

* Desempefio de los laboratorios a través de la puntuacion z: brinda al laboratorio participante
una apreciacion de la posicidon en términos del sesgo, respecto al resto de los laboratorios
participantes. De acuerdo al valor z arrojado, el criterio de aceptacion utilizado es el siguiente:

| z | £ 2 Resultados satisfactorios

2 <| z | £ 3 Resultados cuestionables

| z > 3 Resultados insatisfactorios

El MR interno fue preparado a partir de grasa lictea anhidra, utilizidndose para este fin las
mismas muestras que se prepararon para el El de valor per6xido en grasa lactea anhidra. El valor
asignado calculado en el EI de valor peréxido en grasa lactea anhidra fue utilizado para asignar el
valor al MR interno.

El MR es utilizado al inicio de cada jornada laboral, con el objetivo de verificar la performance
del método.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El disefio y la ejecucion del EI de valor per6xido en grasa lactea anhidra y la elaboracién del
MR interno, constituyeron las actividades de aseguramiento de la calidad internas disefiadas por el
LCLA para cumplimentar los requisitos de la Norma IRAM 301 / ISO/IEC 17025:2005 y los criterios
establecidos por el OAA.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba de homogeneidad y estabilidad se puede
concluir que las muestras preparadas son homogéneas y estables durante el periodo de
almacenamiento a temperatura de congelacion (-18°C) y durante el tiempo de transporte en que son
distribuidas a los diferentes laboratorios participantes.

Los laboratorios intervinientes realizaron la determinacién de cada muestra por duplicado y
registraron los valores obtenidos en el formulario de datos primarios el cual fue enviado al LCLA.

Cada laboratorio fue identificado con un nimero elegido al azar de manera de resguardar su
confidencialidad.

Una vez recibidos todos los resultados se realizaron los anélisis estadisticos correspondientes:

e Test de Grubbs: Los outliers detectados fueron los siguientes:
Muestra 564:
0,14 mmolO»/Kg, correspondiente al laboratorio identificado con el nimero 2.
0,24 mmolO»/Kg, correspondiente al laboratorio identificado con el nimero 3.
Muestra 836:
0,04 mmolO2/Kg, correspondiente al laboratorio identificado con el nimero 2.
0,06 mmolO»/Kg, correspondiente al laboratorio identificado con el nimero 3.
Los datos mencionados no se tuvieron en cuenta para el cilculo del valor asignado.

e Determinacion del valor asignado: Se calcul6 el promedio robusto para cada muestra
enviada (Tabla 1):
Tabla 1: Resultados obtenidos del valor asignado para cada muestra

Muestra Promedio robusto (X*)
564 0,32
836 0,10

e Determinacion del desempefio de los laboratorios a través de la puntuacion z
Tabla 2: Puntuacion z para la muestra 564

Niimero de Valor 1 Valor 2 Promedio Puntuacion
Laboratorio (mmolO02/Kg) (mmolO02/Kg) (mmolO2/Kg) s
MUESTRA 564

1 0,32 0,32 0,32 -0,4

2 0,14 0,14 0,14 -20,5

3 0,22 0,25 0,24 -9,9

4 0,31 0,31 0,31 -1,5

5 0,33 0,33 0,33 0,7

6 0,33 0,33 0,33 0,7
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Figura 1. Grafico que demuestra la puntuacién z para muestra 564

Tabla 3: Puntuacion z para la muestra 836

Valor 2 Promedio
Valor 1
Niimero de (mmolOx/Kg) (mmol (mmol Puntuacién
Laboratorio 02/Kg) 0:/Kg) Z
MUESTRA 836
1 0,08 0,09 0,085 -2,0
2 0,03 0,04 0,035 -12,2
3 0,06 0,06 0,060 -7,1
4 0,09 0,10 0,095 0,0
5 0,09 0,10 0,095 0,0
6 0,10 0,10 0,100 1,0
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N
-10,0
(o)
-15,0
1 2 3 4 5 6
Laboratorio
Referencias: ---- + 2 desvios estandar; __*3 desvios estandar

Figura 2: Grafico que demuestra la puntuacion z para muestra 836

De acuerdo a los valores expuestos en la Tabla 2 y 3 y a lo observado en las Figuras
1 y 2 para las muestras 564 y 836, se puede concluir que todos los laboratorios, exceptuando los
identificados como dos y tres, arrojaron un valor de puntuacioén z menor a dos por lo que el desempefio
de los mismos fue clasificado como satisfactorio.
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Los laboratorios identificados como dos y tres mostraron valores superiores a tres por lo que
corresponden a un desempefio insatisfactorio.

El resultado de la puntuacion z permite la comparacion del resultado obtenido con el resto de
laboratorios, y la evaluacion estadistica de los valores de puntuacioén z proporciona informacién al
propio laboratorio de las tendencias de sus resultados en el tiempo y permite identificar posibles
desviaciones o sesgos internos (Navarrete y Vergara, 2011).

El MR interno elaborado por el LCLA fue analizado al inicio de cada jornada laboral con el
objetivo de verificar la performance del ensayo de valor peréxido en grasa lactea anhidra. Si el valor
medido se encuentra dentro de la tolerancia permitida se comienza con la determinacion de las
muestras a ensayar, en caso contrario se detiene el ensayo.

El Valor Asignado calculado en el EI de valor per6xido en grasa lactea anhidra fue utilizado
para asignar el valor al MR interno. Desvio permitido: 0,07 mmolO2/Kg mmolO2/Kg;
correspondiente al limite de reproducibilidad establecido en la Norma ISO 3976/IDF 74:2006.

CONCLUSION

La ejecucion del EI permiti6 al laboratorio:

* Garantizar la competencia técnica y la validez de los resultados emitidos;

* Demostrar y evaluar su aptitud técnica, asegurando la calidad de sus mediciones;

* Comparar los resultados con sus pares;

* Asignar valor al MR interno.

El informe de resultado del EI de valor per6xido en grasa lactea anhidra enviado permitié
tanto al laboratorio como a los diferentes participantes realizar una evaluacidn del sistema de
medicidn, valorar la presencia de errores aleatorios y sisteméticos, evaluar la presencia de tendencias
positivas o negativas en términos de la puntuacion z y la oportunidad de tomar acciones correctivas
y/o eventualmente acciones preventivas.

En cuanto al MR interno se puede concluir que el mismo fue utilizado para verificar la
performance del método cada vez que se realiza la determinacion. De este modo, en caso de que el
valor arrojado se encuentre dentro de la tolerancia permitida, se puede comenzar con el analisis de
las muestras a ensayar; en caso contrario se detiene el ensayo y de esta forma se evita el analisis de
muestras cuando en el método se identifica algin desvio que puede provenir del analista, equipo o
reactivos. Esto previene al laboratorio de emitir al cliente un resultado no confiable.

Las actividades disefiadas permitieron cumplimentar tanto los requisitos técnicos
especificados en la Norma IRAM 301 / ISO/IEC 17025:2005 como los criterios del OAA que
establecen que el laboratorio debe tener procedimientos de control de calidad para realizar el
seguimiento de la validez de los ensayos llevados a cabo.

El programa de aseguramiento de la calidad fue evaluado por el OAA, en la auditoria de
acreditacion de la técnica valor perdxido en grasa lactea anhidra, de manera satisfactoria, avalando el
disefio de estas actividades para asegurar la capacidad del laboratorio de producir resultados
confiables. Esta auditoria realizada por el OAA otorgd la acreditacion de la linea de ensayo
mencionada, cumpliéndose de esta manera el objetivo final de laboratorio.
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Cabe destacar que la metodologia utilizada en el disefio del EI y en la elaboracion de MR
interno puede ser aplicada en cualquier ensayo de laboratorio independientemente de la matriz
utilizada en la determinacidn.
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