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FACTORES DE RIESGO DE CONTAMINACION DE LA LECHE
CON BACTERIAS ESPORULADAS (CLOSTRIDIUM) EN
ESTABLECIMIENTOS LECHEROS
DE LAPROVINCIADE SANTAFE
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RESUMEN

Un estudio exploratorio de contaminacién en leche de tanque con esporulados (Clostridium) en 20
tambos (Pcia.de Santa Fe), con silaje la mayor parte del aiio (2 muestreos/tambo, Otofio 2010), indica
alta proporcion de cisternas contaminadas. El analisis estadistico de factores de riesgo de contaminacién
en 9 establecimientos (higiene del tambo y ordeie -calidad, extraccion y distribucion del silaje-
contaminacion en heces) desde Otofio 2010 a Otoiio 2011, indican la diferencia entre estaciones, con
y sin silaje (primavera) y demuestra que el mayor riesgo de contaminacion con clostridios proviene
de la alimentacion con silaje de pobre calidad. Los tambos analizados con: silaje de buena calidad, alta
tecnologia de extraccion y distribucién del alimento, alta higiene de las vacas y del ambiente del tambo,
y alta higiene del pezon durante la rutina de ordeio, lograron bajas concentraciones de esporas /I de
leche (<200 NMP/litro) y bajas concentraciones de esporas /g de heces (<10.000 NMP/g heces).
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SUMMARY

Risk factors for bulk tank milk contamination with spore-forming bacteria
(Clostridium) in Santa Fe dairy farms.

The exploratory study of bulk milk contamination with spores (Clostridium) in 20 dairy farms
(Santa Fe Province) with silage feeding most of the year (2 samples/farm, fall 2010) indicates a high
proportion of contaminated tanks. Statistical analysis of risk factors of contamination in 9 farms
(dairy and milking hygiene -quality, extraction and distribution of silage- dung contamination) from
fall 2010 to fall 2011, indicates: differences between seasons-with and without silage (Spring), and
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confirms that the increasing risk of contamination with Clostridium comes from feeding poor quality
silage. Those dairies with good quality silage, high technology of extraction and distribution of silage,
high hygiene of cows and the environment, and high teat hygiene during the milking routine, achieve
low concentration of spores/l of milk (<200 MPN /1) and low concentration of spores/g of facces

(<10.000 MPN/g faeces).

Key words: clostridium spores, bulk tank milk,

INTRODUCCION

El control de la contaminacién de la leche
con organismos esporulados generadores de
gas butirico, resulta importante para la
industria lactea en relacion al defecto de
hinchazén tardia en quesos, siendo los mas
susceptibles los de pasta dura y semidura.
Los responsables de esta contaminacion
microbiolégica de interés para la industria
casearia, son las bacterias anaerobias
formadoras de esporas Clostridium
tyrobutyricum y C. butyricum las cuales
fermentan azucares y acidos organicos. Su
capacidad de sobrevivir a la pasteurizacion
les permite crecer durante el proceso de
maduracion de los quesos, originando
defectos de sabor y excesiva formacion de
gas. La contaminacion de la leche con niveles
tan bajos como 0.01 UFC/ml puede causar el
defecto mencionado en ciertos tipos de
quesos como el Gouda (Bergere & Hermier,
1970; Klijn et al., 1995).

Las nuevas regulaciones para la
inocuidad de los alimentos, requieren del
productor la responsabilidad de garantizar
que los alimentos que consume el ganado se
encuentren libres de contaminantes. La
seguridad de que se podran controlar los
peligros y mejorar la calidad del producto
dependera de que todos los pasos en el
proceso de produccion hayan sido incluidos
en este control (Weissbach, 2006).

La intensificacion de la produccion lechera
genera mayor uso de algunos recursos

silage.

forrajeros como el silaje. Siendo este alimento,
ofrecido en raciones mixtas, el que mas
contribuye a la contaminacién de la leche
con bacterias formadoras de esporas
(Clostridium 'y Bacillus), y parece
convertirse actualmente en un serio
problema para la industria lactea.

La utilizacién de silaje de baja calidad para
la alimentacion de las vacas en lactancia,
aparece como uno de los factores mas impor-
tantes que contribuye a esta contaminacion.
Las heces son consideradas la principal via
de contaminacion hacia la leche (Bergere et
al., 1968).

Cuando los alimentos utilizados son otros
diferentes al silaje, o lamezcla de la racion no
contiene silaje, las practicas de higiene
consideradas normales para la rutina de
ordefio pueden ser suficientes para alcanzar
el nivel deseable de calidad en leche de
tanque. Cuando la fraccion del silaje en la
racion supera el 50 %, los riesgos de
incremento en el nivel de contaminacion en
tanque de leche son mayores (Vissers et al.,
2006).

Las esporas estan naturalmente presentes
en el suelo, pero las practicas de manejo
utilizadas, tanto para el silaje, como para otros
alimentos, incluyendo el heno, pueden actuar
como una fuente de contaminacion de
bacterias productoras de acido butirico
(Vissers et al., 2006).

El contenido de materia secay pH del silaje
durante el periodo de confeccion, han sido
identificados como importantes factores para
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el control de la contaminacion proveniente
del silaje con esporas de bacterias
generadoras de dcido butirico (Pahlow et al.,
2003).

La difusion de aire dentro del silo durante
el almacenamiento permite el crecimiento de
hongos y levaduras, los cuales metabolizan
el 4cido lactico. Como consecuencia, el pH
se incrementa, creando de esta manera las
condiciones favorables para el crecimiento
de clostridios. De esta forma, el silaje de maiz
puede convertirse en una fuente de
contaminacion con alta cantidad de esporas
(Driehuis & te Giffel, 2005).

Durante el periodo comprendido entre el
manejo de los alimentos, ya sea para
suministro directo al ganado o para conformar
laracion, y el momento efectivo de consumo
del alimento por los animales, puede ocurrir
un crecimiento de las bacterias butiricas
cuando las condiciones de temperatura, el
pH y la disponibilidad de nutrientes son
favorables (Bergere & Hermier, 1970).
Estudios exploratorios sobre el efecto del
manejo sobre la calidad del silaje de maiz,
considerando a la digestibilidad como
parametro para describir la calidad del silaje,
demostraron que la digestibilidad es menor
(p<0,07) en el material tomado del comedero,
respecto al del silo, debido a la exposicion al
aire. Analizando el pH en distintos sitios de
muestreo y tipos de silo (bunker y bolsa), se
observaron menores pH en bolsas, debido a
que las remociones diarias fueron mayores
en la medida en que la cara expuesta fue
menor, y por ende fue menor la oxigenacion
del material (Abdelhadi, 2010). En el mismo
estudio, se concluye que las pérdidas durante
el suministro de silajes de maiz estabilizados
anaerdbicamente, se reflejan especialmente
en la menor digestibi-lidad del material que
llega al comedero.

Ensayos realizados en la EEA Rafaela del
INTA indican que los niveles de

contaminacién con esporas de clostridios
gasogenos en ensilaje son altos. Los silajes
tipo puente presentaron mayor nimero de
esporas que los tipo bolsa (45% de la
muestras de silos puente con mas de 10.000
esporos/g, mientras que en los silos bolsa
menos de un 10% de las muestras superaron
ese valor), y los niveles de contaminacion
en los ensilajes de alfalfa (43% de las
muestras con valores entre 1.000 y 10.000
esporas/g) podrian producir inconvenientes
en la elaboracién de quesos de pasta dura
(Taverna et al., 1997).

La fuente de contaminacion de esporas
de clostridios son las heces de las vacas
desde donde se extrae la leche. Atin con la
mejor higiene durante el proceso de ordefio,
al menos unas pocas esporas son
transmitidas a la leche (Stadhouders &
Spoelstra, 1990). El riesgo de contaminacion
se incrementa significativamente con el
aumento del numero de esporas en las heces
de las vacas. Cuando se alimenta con silaje
de baja calidad se encontrard normalmente
una alta cantidad de esporas en las heces
(Vissers et al.,2007).

Bergere et al. (1968) y Stadhouders &
Jorgensen (1990) enfatizaron la importancia
de una efectiva préactica de higiene en el
ordefio para eliminar la suciedad y la
contaminacion de los pezones pre-ordefio, a
fin de minimizar la contaminacién de la leche
en el tanque. El tiempo empleado para la
preparacion del pezon y la eleccion del
elemento usado para su secado, afectan el
contenido de esporas y el recuento de
bacterias en leche.

Una alta incidencia de alteraciones en la
salud del ganado lechero ha sido relacionado
con alta carga de esporas en los alimentos y
con una nueva enfermedad llamada botu-
lismo visceral (Bohnel, 1999a,2004b; Bohnel
et al., 2001; Schwagerick & Bohnel, 2001,
2003; Schwagerick, 2004). Aunque algunos
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elementos asociados con esta enfermedad
son motivo de nuevas investigaciones, su
ocurrencia ha sido regularmente vinculada
con la alimentacion del ganado lechero con
silaje de pobre calidad higiénica (Weissbach,
2006). El comportamiento de las esporas de
clostridios en el tracto intestinal de los bovi-
nos, no es aun suficientemente comprendido.
Se ha comprobado que las esporas no sélo
pasan el rumen y el intestino sin suftrir altera-
ciones, sino que son capaces de germinar y
que las células pueden proliferar en dicho
hébitat (Bani et al., 1991). Se han encontrado
evidencias de que la formacion de las toxinas
botulinicas podria ocurrir en el rumen
(Bohnel, 1999, 2004; Bohnel et al., 2001;
Schwagerick & Bohnel, 2001a, 2003b;
Schwagerick, 2004).

La calidad de la leche para industria-
lizacion y la salud de los animales, son moti-
vos suficientes para mejorar la calidad del
alimento (silaje) que consumen las vacas en
lactancia y aplicar las medidas necesarias
para controlar los riesgos de contaminacién
en el proceso de produccién y suministro
del alimento, y de extraccion de la leche.

El objetivo de este trabajo fue realizar un
estudio exploratorio de contaminacién en
leche de tanque con esporulados
(Clostridium) en establecimientos lecheros
de la provincia de Santa Fe, con ofrecimiento
de silaje a vacas en produccion durante la
mayor parte del afio; y analizar los factores
de riesgo de contaminacién del alimento en
los procesos de produccién, almacena-
miento, extraccion y suministro; y de
contaminacion de la leche durante el ordefio.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 inicialmente un estudio
exploratorio de contaminacién en leche de
tanque con esporulados (Clostridium) en 20
establecimientos lecheros proveedores de

una misma industria lactea, que suministran
silaje durante la mayor parte del afio (2
muestras/tambo). Se determinaron micro-
organismos esporulados anaerdbicos
fermentadores de lactato (NMP de esporas/
| de leche) en el laboratorio de anélisis
microbiolégico del INTI Rafaela.

En 9 tambos seleccionados, ubicados en
los Departamentos Las Colonias y San Justo
de la provincia de Santa Fe, se realizaron los
siguientes estudios en cada estacion, durante
el periodo Otofio 2010-Otoiio 201 1:

- Contaminacién de la leche de tanque con
microorganismos esporulados anaerébicos
fermentadores de lactato en leche cruda:
CNERNA (Centre National de Coordination
des Etudes et Recherches sur la Nutrition et
I’ Alimentation)-1986-Revue Latiere Francaise
N°451, pag 39-45. Los analisis se realizaron
enel laboratorio del INTI (Instituto Nacional
de Tecnologia Industrial - Centro de
Investigaciones Tecnoldgicas de la Industria
Lechera).

- Contaminacion de las heces con esporas
gaségenas (NMP esporas/g heces) en una
muestra compuesta tomadas de heces de 10
vacas en lactancia 72 hs después de
consumido el alimento. El recuento de
bacterias esporuladas anaerdbicas (género
Clostridium) se realizé segun el método de
Weinzirl, modificado por Annibaldi,
empleando la determinacién del Nimero mas
probable (NMP), e incubando 7 diasa 37 °C.
Las muestras se analizaron en el laboratorio
del INTA (Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria) Rafaela.

- Calidad de los silos de maiz y sorgo (silo
bolsa): MS (%), pH, NNH3 /NT (%), PB
(%),FDA (%), NIDA/NT (%), EM (Mcal/kg
MS. (Laboratorio de Analisis de alimentos-
Fac. Cs. Agrarias).
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Se realizaron observaciones en cada
tambo, y se categorizaron los tambos, en
relacion a:

Calificacion de la suciedad de las vacas
al entrar al tambo: permitié apreciar el
estado de los callejones, accesos y lugares
de descanso y comida de las vacas en
condiciones climéticas consideradas
normales (Clasificacién Dairy Wellness Plan.
Pfizer Animal Health).

Rutina de ordeiio (higiene de los
pezones): Referido a la eficiencia del lavado
y secado de los pezones y a la observacion
de suciedad visible al colocar las pezoneras.
Se categoriz6 mediante el siguiente puntaje:

Calif. I - Lava sélo los pezones, se drena
o se secan antes de colocar las pezoneras.
Se observan limpios.

Calif. 2 - Lava los pezones, no seca, ni
drena el agua, baja eficiencia en el lavado.
Medianamente limpios.

Calif. 3 - Lava la ubre y los pezones, coloca
las pezoneras sin drenar el agua. Se observan
sucios.

Higiene del ambiente de ordeiio: Se
considerd la limpieza de corrales y tinglados
en el momento del ordefio. Se estandarizo el
registro de los datos, categorizando las
observaciones, en:

Puntaje 1 - Alta higiene: Se observan
pisos limpios, sin acumulacién de bosta,
barro, alimentos en el corral de esperay en el
tinglado de ordefio. El ambiente de ordefio
minimiza la contaminacion de los pezones en
el momento previo y durante el ordefio.

Puntaje 2 - Media higiene: La limpieza es
insuficiente para minimizar el riesgo de
contaminacién proveniente del ambiente de
ordefio. Bosta y agua en el piso.

Puntaje 3 - Baja higiene: Acumulacién de
bosta, agua, residuos de alimentos en el piso
del corral y tinglado de ordefio. Alto riesgo
de contaminacion durante el ordefio.

Calidad del silaje almacenado en bolsa:

Se analiz6 y observo el silaje confeccionado,
muestreado en la bolsa.

Procedimiento de extraccion del silaje:
serelaciona con el cierre y la integridad de la
bolsa y con la presencia de efluentes y agua
en el lugar de extraccion.

Procedimiento de suministro del alimen-
to: rotacion del patio de comida; higiene del
comedero; residuos de alimentos (silaje) con
evidente deterioro en el lugar de alimentacion;
separacion de la fraccion de silaje con
caracteristicas indeseables.

Se evalué mediante un andlisis estadistico
de correspondencia, las variables NMP de
esporas/ litro de leche, NMP de esporas/g
heces, higiene de los tambos, higiene del
animal y ordeiio, distribucion del alimento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Del relevamiento inicial de la calidad de la
leche (NMP esporas/l) en 20 establecimientos
con silaje la mayor parte del afio (Fig.1), y
con diferentes escalas: 2 muestreos/tambo
en Otofio 2010; se encontrd que el 65% de
las muestras presentaban niveles de
contaminacion dentro del rango medio: entre
200-1000 NMP esporas/l; mientras que en el
30% de las cisternas muestreadas se encon-
traron niveles superioresa 1000 NMP espo-
ras/l. Solo el 5% presentaban valores
aceptables en leche de calidad para la
industrializacion de los quesos: 200 NMP
esporas/I.

Los resultados obtenidos del trabajo de
relevamiento de contaminacién con
clostridios en leche cruda destinada a
industrializacion (37 cisternas, una vez por
mes, durante 1 afio), por M. Gaggiotti y otros
(2001), en tambos de la Cuenca Central
Santafesina, considerando el mismo criterio,
encontraron que el 49 % de las cisternas
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tendria niveles (>1.000 esporas/l) que
producirian hinchazén generalizada en
quesos.

Resultados de los nueve tambos
bajo estudio

En la Fig. 2 se muestran los resultados
sobre la contaminacion de leche/estacion
(NMP esporas/litro de leche) en nueve
tambos que suministraban silaje o raciones
que lo contengan, durante la mayor parte
del afio.

En otofio (2010 y 2011), la mayoria de los
establecimientos presentaron valores por
encima del valor minimo de referencia. Mas
de la mitad de los establecimientos presen-
taron valores dentro del rango superior (>
1000 NMP esporas/litro de leche), siendo
nulo el porcentaje de tambos con leche de
calidad éptima para industrializacion (<200
NMP esporas/litro de leche). Mientras que
en invierno, el 34% de los tambos presentd
valores por debajo de 200 NMP esporas/litro
de leche, indicando baja contaminaciony el

&< 200
#200-1000
#1000

Fig. 1: Contaminacion (Clostridios) en leche de tanque NMP esporas/l en 20 establecimientos
lecheros (Dep. San Justo y Las Colonias de la provincia de Santa Fe).
Referencias: < 200 NMP esporas/ l: leche no contaminada; 200 - 1.000 NMP esporas/ l: leche
contaminada; > 1.000 NMP esporas/I: leche muy contaminada.
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Fig. 2: NMP esporas/litro de leche en 9 tambos (Dep. Las Colonias y San Justo,) durante el

periodo otoiio 2010 a otoiio 201 1.
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restante (66%) se ubicaron en los rangos mas
elevados de NMP esporas/litro de leche. En
verano los tambos que ofrecen silaje en la
raciéon mostraron elevada contaminacion,
mientras que los otros se encuentran en
rangos optimos de calidad. La situacion mas
favorable se presentd en primavera. E1 78%
de ellos arrojaron valores por debajo del limite
del rango minimo (<200 NMP esporas/ litro
de leche), indicando leche de calidad adecua-
da para industrializacion y el 22% restante
se ubicd dentro del rango medio (entre 200 -
1000 NMP esporas/litro de leche).

Contaminacion en las heces

Los resultados obtenidos al analizar
esporas en heces por estacion, en los nueve
establecimientos, se observa en la Fig. 3

Los mayores valores de contaminacion (>
40.000 NMP esporas/g de heces) se ubicaron
en las estaciones de Otoiio e Invierno, siendo
mas notorio en el Otofio 2011 donde la mayor
parte de los establecimientos se ubicé dentro
de este rango, indicando una alta carga de
esporas que coinciden con la época del ailo

i SO0+

de mayor consumo de silaje de las vacas en
lactancia, poniendo de manifiesto la conta-
minacién en el alimento consumido por estos
animales, y/o el alto contenido de esporas

en el tracto gastrointestinal de los mismos,
como consecuencia del consumo frecuente
de alimento contaminado.

En primavera, momento del aflo de menor
o nulo suministro de forrajes conservados
como silaje, estos niveles disminuyeron
notablemente hasta valores por debajo del
rango minimo aceptable (< 10000 NMP
esporas/g de heces) en el 67% de los casos,
presentando el 33% restante valores
intermedios (10000- 40000 NMP esporas/g
de heces)

La diferencia entre las estaciones - alimen-
tacion con y sin silaje (primavera), confirma
lo encontrado por otros autores, en relacion
a que el mayor riesgo de contaminacion con
clostridios proviene de la alimentacion con
silaje (Vissers et al., 2006).

Los resultados del analisis estadistico de
correspondencia entre las variables bajo
estudio (NMP de esporas/ litro de leche, NMP
de esporas/g heces, higiene de los tambos,
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Fig. 3: Variacion de NMP esporas/g de heces por

estacion en nueve establecimientos lecheros

(Dep. San Justo y Las Colonias, provincia Santa Fe)

Referencias: <10 000 esporas/g heces: valor deseable; 10.000 a 40.000 esporas/g heces:
contaminado; >de 40.000 esporas/g de heces: muy contaminado.
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higiene del animal y ordefio, distribucién del
alimento), son mostrados en la fig. 4.

Si bien la inercia de la variabilidad es baja
(18% sobre el eje 1) se observa claramente
(Fig.4) que frente a una buena distribucion
del alimento, una alta higiene de las vacas,
del ambiente del tambo y en la rutina en el
ordefio, se observa una baja concentracion
de esporas /1 de leche (<200 NMP/litro) y
baja concentracion de esporas /g de heces
(<10.000 NMP/g heces). A la inversa, en
tambos con una baja higiene del ambiente,
una pobre a regular distribucion del alimento
y una media clasificacién de rutina de ordefio
e higiene de las vacas, se evidencia una alta
concentracion de esporas/l de leche (>1000
NMP/leche) y alta concentraciéon de
clostridios (>40.000 NMP/g heces).

La relacion NMP de esporulados/l de
leche y NMP/ esporulados/g heces se distri-
buye segin la estacion (Fig. 5). El consumo
de silaje en los meses de otofio, invierno y
verano, aparece como el alimento que mas

contribuye en la cantidad de esporas presen-
tes en las heces. En Otofio se observan
grupos de tambos con alta concentracion de
NMP/] leche y alta concentraciéon de
Clostridium ( >40.000)/g heces y pobre
tecnologia de distribucion del silaje. Invierno:
grupos con 10.000 a 40.000 NMP/g heces y
media concentracion de NMP de espo-
rulados/l leche -(200 a 1000). Primavera (sin
silaje), tambos con < a 10.000/g hecesy
baja concentracion de NMP de esporulados/
I. Verano: Con menos de 200 esporas/I, po-
cos tambos.

CONCLUSIONES

El recuento del niimero de clostridios en
heces permitio caracterizar el nivel de higiene
de la racién que consumen las vacas,
incluyendo la tecnologia de alimentacion
(extracciony suministro del silaje). La pobre
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Fig. 4: NMP de esporas/ litro de leche, NMP de esporas/g heces. higiene de los tambos, higiene

del animal y ordeiio, distribucion del alimento.
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tecnologia aplicada en la extraccion y en el
suministro del alimento, demuestran ser las
causas de riesgo mas comunes en los tambos
bajo estudio.

Se demostro claramente que los tambos
analizados, con silaje de buena calidad, alta
tecnologia de extraccion y distribucién del
alimento, alta higiene de las vacas y del
ambiente del tambo, y alta higiene del pezon
durante la rutina de ordefio, logran bajas
concentraciones de esporas /I de leche (<200
NMP/litro) y bajas concentraciones de
esporas /g de heces (<10.000 NMP/g heces).
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