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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la asociacion entre los diferentes grados
de mastitis subclinica con la pérdida temprana de gestacion durante los primeros 90 dias post
inseminacion en vacas lecheras Holstein. Los experimentos se realizaron en las instalaciones
de la hacienda Sausalito S.C.C. ubicada en Ecuador, en la provincia de Pichincha, canton
Mejia, parroquia Tambillo. Para el estudio se analizaron los datos de 619 vacas, el periodo
de estudio se extendi6 desde octubre de 2015 hasta diciembre de 2016. Se consider6 dentro
del grupo control vacas diagnosticadas como prefiadas a los 30 dias postinseminacion y que
no hubieren presentado mastitis diagnosticada mediante la prueba de California Mastitis
Test (CMT: 0) hasta los 90 dias postinseminacién. Experimento 1, vacas diagnosticadas
como prefiadas a los 30 dias postinseminacion y que presentaron mastitis subclinica grado
trazas y mastitis subclinica grado 1 mediante la prueba de California Mastitis Test (CMT: T
y 1) hasta los 90 dias postinseminacion. Experimento 2, vacas diagnosticadas como prefiadas
a los 30 dias postinseminacién y que presentaron mastitis subclinica grado 2 y mastitis
subclinica grado 3 mediante la prueba de California Mastitis Test (CMT: 2 y 3) hasta los 90
dias postinseminacion. El diagnostico de gestacion fue realizado por ultrasonografia entre
los 28 y 35 dias post inseminacion. . El seguimiento de la prefiez se realiz6 en dos ocasiones
alrededor de los 60 y 90 dias utilizando ultrasonografia. Se determiné que existe asociacion
entre mastitis subclinica grado 2 y 3 con la pérdida temprana de gestacion (OR 2,6) (P
<0,01). Se especula que un proceso infeccioso en la ubre posterior a la inseminacion
provocaria liberacion de mediadores de la inflamacion como la prostaglandina F2a que
ocasionaria lisis del cuerpo luteo y pérdida de la gestacién. La pérdida de gestacion entre los
30 a 60 dias fue del 12 % y entre los 60 a 90 dias fue del 5%. En conclusion, vacas que tienen
mastitis subclinica de grado 2 y 3 tienen 2,6 veces mas chances de tener pérdida de gestacion

durante los primeros 90 dias postinseminacion.

Palabras claves: Mastitis, CMT, gestacidn temprana, cuerpo luteo, subclinica.



ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the relationship between the different
levels of subclinical mastitis and the early gestation loss during the first 90 post-insemination
days in Holstein dairy cattle. The experiments took place at Sausalito S.C.C Farm
installations, located in Tambillo, Canton of Mejia, Pichincha Province in Ecuador. For this
research were analyzed the data of 619 dairy cattle from October 2015 until december 2016.
The tested group had dairy cattle diagnosed as pregnant during the 30 post-insemination
days and without mastitis tested by California Mastitis Test (CMT: 0) up to the 90 post-
insemination days. Group 1, dairy cattle diagnosed as pregnant during the 30 post-
insemination days and presenting subclinical mastitis with traces grade and also subclinical
mastitis grade 1 tested by California Mastitis Test (CMT: T y 1) up to the 90 post-
insemination days. Group 2, dairy cattle diagnosed as pregnant during the 30 post-
insemination days and presenting subclinical mastitis grade 2 and 3 tested by California
Mastitis Test (CMT: 2 y 3) up to 90 post-insemination days. The gestation diagnosis was
made by ultrasonography between 28 and 35 post insemination days. The monitoring of
pregnancy had place twice during the 60 and 90 days using ultrasonography. It concluded
the existence of a relationship between the subclinical mastitis grade 2 and 3 with the early
gestation loss (OR 2,6) (P <0,01). Its speculates an infective process in the udder after the
insemination can induce liberation of inflammation mediators such as F2a prostaglandin,
which induces lysis of the corpus luteum and gestation loss. The gestation loss during the 30
and 60 days was 12% and between 60 and 90 days was 5%. In conclusion dairy cattle
presenting subclinical mastitis grade 2 and 3 have 2,6 times more chance to present gestation

loss during the first 90 post-insemination days.

Key words: Mastitis, CMT, early gestation, corpus luteum, subclinical.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La mastitis bovina es la enfermedad infecto contagiosa de la glandula mamaria, en
la cual la inflamacién se produce como respuesta a la invasion, a través del canal del pezon,
de diferentes tipos de bacterias, micoplasmas, hongos, levaduras y hasta algunos virus. Sin
embargo, las bacterias de los géneros Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium y
algunos geérmenes Gram -, son responsables de méas del 90 % de los casos clinicos y
subclinicos. La mastitis es la enfermedad mas comln y costosa que padece el ganado
lechero; son numerosos los estudios que indican la importancia de la enfermedad,
principalmente por las pérdidas econdmicas y los riesgos en la salud publica (Philpot y
Nikerson, 2002). Es probablemente la més costosa de las enfermedades infecciosas
endémicas que afecta a las vacas y otras especies lecheras. DeGraves y Fetrow (1993)
estimaron que los gastos asociados con la mastitis para la industria lactea de los EE. UU son
mas de dos millones de ddlares al afio.

El impacto negativo de la mastitis recae en la produccién, bienestar animal y la
calidad de la leche producida (Hillerton y Berry, 2005). La rentabilidad en la industria
lechera depende directamente de la eficiencia reproductiva. La tasa de concepcion, la tasa
de deteccion de celo y la pérdida de prefiez son factores que determinan la eficiencia
reproductiva en rodeos lecheros. Sin embargo, la pérdida de prefiez por si sola puede tener
efectos devastadores en el éxito economico de los rodeos lecheros. Se ha calculado que por
cada pérdida de prefiez, hay una merma promedio de US $ 640,00 (Thurmond et al., 1990).

La mastitis es una inflamacion de la glandula mamaria, generalmente de origen
infeccioso con muchos factores predisponentes, siendo el mas importante la falta de higiene
en el ordefio. Hay que tomar en cuenta que la mastitis no se puede erradicar y esta presente,
en mayor o menor grado, en todos los rebafios lecheros del mundo. Segin Philpot y
Nickerson (2002) la mastitis es una reaccion inflamatoria de la glandula mamaria que deriva
de las palabras griegas mastos que significa “pechos” e itis que quiere decir “inflamacion
de”. Constituyendo esta enfermedad una respuesta de los tejidos productores de la leche ante

una lesion traumatica o la presencia de microorganismos infecciosos que han ingresado a la



ubre. La mastitis es el resultado de la interaccion de varios factores: el hombre, la vaca, el
medio ambiente, los microorganismos y el manejo. La enfermedad puede cursar como
subclinica (la de mayor prevalencia en un rodeo) o como clinica, con alteraciones
macroscopicas de la leche y sintomas palpables de la ubre y, a veces, de tipo sistémico en
todo el animal. Clasicamente se la ha definido como una “enfermedad multifactorial” porque
el riesgo de infeccion depende de la habilidad de la vaca para rechazarla, del tipo, nimero y
de la patogenicidad de las bacterias presentes en un rodeo y, fundamentalmente, de las
condiciones del ambiente, del manejo en general y del manejo del ordefio en particular que
se estén desarrollando en un establecimiento.

El costo de la mastitis va mas alla de la asociada a la pérdida de leche, aumento de
las tasas de descarte y costos de tratamientos ya que afecta indirectamente el desempefio
reproductivo en vacas lecheras mediante la alteracion de los intervalos interestros,
acortamiento de la fase lutea (lutedlisis prematura) y pérdidas de gestacion (Moore et .al.,
1991).

La infeccion de la glandula mamaria ocurre en tres etapas: invasion, infeccion e
inflamacion (Radostits, 1992). En la invasion los microorganismos pasan del exterior de la
ubre a la leche que se encuentra en el conducto glandular. Durante la infeccidn los gérmenes
se multiplican rapidamente e invaden el tejido mamario, estableciéndose una poblacion
bacteriana en el canal del pezén o conducto glandular para diseminarse en el tejido mamario
por dltimo en la inflamacién aumenta el conteo de leucocitos en la leche ordefiada, ademas
de observarse anomalias en la ubre como: hinchazon, temperatura e incluso puede llegar a

gangrena, evidenciandose mastitis clinica.

La multiplicacién bacteriana y la liberacion de endotoxinas, que puede estar
asociada con mastitis clinicas por Gram- negativos, pueden causar la liberacion de
mediadores inflamatorios (Riollet et al., 2001). Los niveles aumentados de estos mediadores
inflamatorios pueden provocar lutedlisis. Se ha demostrado que los mediadores
inflamatorios como las prostaglandinas, las leucotrinas, la histamina y la serotonina se
incrementan en casos de mastitis experimentales inducidas por medio de infusiones
intravenosas de endotoxinas de lipopolisacaridos (LPS) de Gram-negativos o por infusiones
intramamarias de endotoxina de Escherichia coli o de Salmonella typhimurium o de

bacterias Gram-negativas vivas (Blum et al., 2000; Waller et al., 2003) Por lo tanto, la



mastitis podria influir en los indices de concepcion, en los indices de mortalidad embrionaria

temprana y en los indices de abortos (Risco et al., 1999, Barker et al., 1998).

Uno de los posibles mecanismos que explicaria la reduccion de la fertilidad de las
vacas lecheras que desarrollan mastitis es mediante la elevacion de temperatura corporal
(pirexia o fiebre) ocasionada por infecciones de la glandula mamaria, provocada por
bacterias gram-positivas y bacterias gram-negativas (Wenz et al., 2001). Estudios in vitro
han demostrado una menor proporcion de oocitos y embriones cultivados bajo estrés por
calor (Edwards y Hansen, 1997; Krininger et al., 2002). Ademas cuando las vacas lecheras
lactantes y las vaquillas lecheras estaban expuestas a estrés por calor, la tasa de fertilizacién
y la proporciéon de embriones de excelente calidad fue dramaticamente inferior en vacas
lecheras en comparacion con novillas (Sartori et al., 2002). Aparte del efecto directo de la
elevacion de la temperatura corporal en la calidad de los embriones, la fiebre puede afectar
indirectamente el rendimiento reproductivo debido a que las vacas disminuyen la ingesta de

alimentos y se afecta la condicién corporal (Maltz et al., 1997).

Otro posible mecanismo por el cual la mastitis puede afectar la fertilidad en las vacas
lecheras es a través de la produccion de sustancias que afectan la calidad y el desarrollo de
oocitos, embriones, ambiente uterino y funcion ovarica , estas sustancias se denominan
citoquinas, entre las cuales se encuentran las interleucina (IL) -1a, IL-1p, IL-6, IL-10, IL-
12 y factor de necrosis tumoral-o. (TNF-a)) , fueron aisladas de celulas derivadas de la leche
procedente de glandulas mamarias infectadas (Riollet et al., 2001). Ademas, en vacas
lactantes cuando fueron expuestas a componentes de la pared celular (lipo-polisacarido,
LPS) de Escherichia coli dio como resultado un aumento de las concentraciones de leche de
IL-1B, IL-8 y TNF-a (Blum et al., 2000; Waller et al., 2003).

Estudios en vacas con mastitis demostraron que aumentan las concentraciones
sanguineas de TNF-a, IL-1 e IL-6 (Hoeben et al., 2000). La mastitis también esta
correlacionada con aumento de las concentraciones de Oxido nitrico (NO) y prostaglandina
F2a (PGF2a) en la leche, vacas mastiticas desafiadas con oxitocina habian aumentado las
concentraciones en sangre del metabolito prostaglandina F2a (Blum et al., 2000; Bouchard
et al., 1999; Giri et al.,, 1984; Hockett et al., 2000). Estos hallazgos indican que las
infecciones de la glandula mamaria pueden dar como resultado una respuesta sistémica con

la produccion de compuestos que pueden alterar la fertilidad.



Existe evidencia directa de la sintesis de concentraciones luteoliticas de
prostaglandinas después de una infusion de endotoxinas o0 una septicemia por Gram-
negativos. La endotoxina de la Salmonella enteritidis endovenosa induce a aborto en ratones.
Risco et al., (1999) demostraron que las endotoxinas bacterianas causan signos clinicos
dosis-dependiente variando de fiebres transitoria a abortos 24 a 48 horas después del desafio
endovenoso.

La secrecion de prostaglandina F2a ocurre al cabo de cuatro horas de la
administracion de la endotoxina con una disminucidon concomitante de las concentraciones
de la progesterona en el plasma. En experimentos similares en cabras se produjo un intervalo
interestro acortado y abortos. Aparentemente el resultado fue una lutedlisis inducida por la
endotoxina- prostaglandina F2a. Se han reportado incrementos en la permeabilidad vascular
y en las concentraciones de la prostaglandina F2o sérica en vacas después de infusiones

intramamarias ya sea en organismos vivos o con endotoxinas (Giri et al., 2002).

La mayoria de los estudios realizados para evaluar los efectos de los compuestos
producidos a causa de la mastitis se desarrollé en oocitos y embriones in vitro, lo que
significa que los estudios no se realizaron en animales vivos. Aunque los resultados de los
estudios in vitro no siempre son observados in vivo, proporcionan informacion perspicaz
sobre los posibles mecanismos por los cuales la mastitis puede afectar la fertilidad. La
maduracion de los oocitos bovinos en presencia de TNF-a dio como resultado una
proporcién reducida de oocitos fertilizados (Soto et al., 2003). Ademas, los embriones
cultivados en presencia de TNF-a, prostaglandina F2a, 6xido nitrico (NO) tenian un nimero
incrementado de células apoptéticas (células muertas) o su desarrollo estuvo comprometido
en la etapa de blastocisto (Pampfer et al., 1994; Wuu et al., 1999; Soto et al., 2003; Chen et
al., 2001; Hobbs et al., 1999). Ademas, la administracion de prostaglandina F2a a las vacas
suplementadas con progesterona dio como resultado embriones de pobre calidad y
disminucion de la taza de prefiez, lo que refuerza la idea de que la prostaglandina F2a puede

tener un efecto directo sobre el desarrollo del embrién (Buford et al., 1996).

La prostaglandina F2a producida por el endometrio (una de las capas de la pared
uterina) es responsable de la luteolisis, que ocurre al final del ciclo estral si un embrion no
esta presente. Se ha demostrado que la produccion de prostaglandina F2a puede estimularse

mediante citoquinas tales como TNF-B e IL-1c (Skarzynski et al., 2000; Davidson et al.,



1995). Por lo tanto, la mastitis puede conducir a un aumento de la secrecion de
prostaglandina F2a y, en consecuencia, lutedlisis prematura, lo que podria provocar muerte
embrionaria o fetal. Aunque no esta claro si la mastitis podria aumentar la produccién de
compuestos como TNF-a, prostaglandina F2a. y de 6xido nitrico (NO) en el tracto
reproductivo, esto es posible porque la produccion de estos compuestos son estimulados

sistémicamente por las citoquinas.

Los ciclos reproductivos en las vacas estan regulados por las hormonas producidas
en el hipotdlamo, hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), en la glandula pituitaria,
hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH ) y en los ovarios (estradiol
y progesterona). La GnRH es responsable de estimular la secrecién de FSH y LH, lahormona
foliculo estimulante es responsable de estimular el crecimiento inicial de los foliculos en los
ovarios, mientras que la hormona luteinizante es responsable de la maduracion de los
foliculos y de la ovulacion. El estradiol, producido por los foliculos, es responsable de
estimular el pico de LH que induce la ovulacion, mientras que progesterona es responsable
de estimular el crecimiento del embrion y el mantenimiento de la prefiez. Por lo tanto, la
interrupcion de la produccion o la secrecién de una de estas hormonas pueden afectar
drasticamente la fertilidad de las vacas lecheras. Se ha demostrado que ciertas citoquinas
tales como IFN-B disminuyen la secrecion de LH (McCann et al., 2000). Ademas, la mastitis
y la exposicién de las vacas a las endotoxinas producidas por bacterias gram-negativas dan
como resultado un aumento de las concentraciones sanguineas de cortisol, una hormona que
bloquea la liberacion y el pico de LH (Stoebel et al., 1982; Li et al., 1983; Padmanabhan et
al.,1983). La disminucion o falta de secrecion de LH puede dar lugar a un foliculo y un
oocito comprometidos en su desarrollo, falta de ovulacion y funcién lGtea suboptima.
Algunas de las citoquinas producidas durante la mastitis también tienen un efecto directo
sobre los ovarios, la interleucina-6, por ejemplo, bloquea la secrecion de estradiol (Alpizar
et al., 1994), lo que puede conducir a una disminucion de la secrecion de LH, mientras que
el TNF-B e IFN-6 son citotoxicos para el cuerpo luteo (Fairchild et al., 1991; Petroff et al.,
2001) y podria causar una reduccion en las concentraciones de progesterona.



Clasificacion de la mastitis de acuerdo al tipo de infeccion:
Philpot y Nickerson (2002) clasifican a la mastitis de la siguiente forma:

1.-Mastitis Subclinica, predominante en las infecciones intramamarias; es de 15 a 40
veces mas comun que la mastitis clinica y no puede ser detectada a través de la observacion
visual de la ubre o de la leche porque presentan una apariencia normal; por lo tanto, solo
puede ser detectada a traves de pruebas que evidencien la presencia de los microorganismos
infecciosos. Esta forma de mastitis provoca mayores pérdidas econémicas por disminucion
de la produccién y de la calidad de la leche. Es una infeccién de larga duracion, de dificil
diagnostico y tratamiento y constituye un reservorio de la infeccion de otros animales del
rebafio. Las vacas con mastitis subclinica no muestran ninguna sefial obvia de la enfermedad
y a menudo presentan una disminucion en la produccion, un conteo elevado de leucocitos y

un aumento en el contenido de bacterias en la leche.

2.-Mastitis clinica, se caracteriza por anormalidades visibles en la ubre y leche cuya
gravedad puede variar mucho durante el curso de la enfermedad; los cuartos mamarios
pueden estar rojizos, inflamados y endurecidos a la palpacion. Las anormalidades visibles
de la leche varian de coagulos a fléculos ademas de secreciones como suero o
sanguinolentas. Generalmente, la mastitis clinica es provocada por patdgenos de los géneros
Staphylococcus, Streptococcus y Coliformes. Se considera que no debe existir mas de 0,5%
del total del hato con mastitis clinica en tratamiento, el descarte por mastitis por afio no debe
ser mayor del 3% y las muertes por mastitis no deben superar el 1% del hato al afio (Philpot
y Nickerson ,2002).

Clasificacion de mastitis de acuerdo a su nivel de gravedad

1.-Mastitis clinica subaguda: es una forma de inflamacion moderadamente clinica;
se producen pequerias alteraciones en la leche como coagulos, floculos pequefios o adquiere
una apariencia acuosa, decolorada. El cuarto afectado puede estar levemente inflamado,
sensible al toque, puede haber o no inflamacion local y reduccion de la produccién sin que

presente problemas sistémicos.



2.-Mastitis clinica aguda: se caracteriza por el aparecimiento subito de sintomas: la
ubre esté rojiza, inflamada, endurecida y sensible al tacto. La leche tiene un aspecto anormal
purulento, de suero aguado o sanguinolento y la produccién se reduce drasticamente. Al
padecimiento se suman signos sistémicos como: postracion, diarrea, pulso acelerado,

disminucidn de la funcion ruminal, temblores y depresion.

3.- Mastitis clinica hiperaguda: este tipo de inflamacion es rara; se caracteriza por un
desarrollo muy répido; los sintomas presentados son los mismos que en el caso de la mastitis
clinica aguda, pero este caso es mucho méas grave por los sintomas adicionales que incluyen:
fiebre, choque, fibrosis de la ubre, septicemia, extremidades frias, reduccién del reflejo

pupilar.

5.- Mastitis cronica: esta forma de infeccion es de larga duracion y se puede
establecer como cualquier otra de las formas clinicas previamente descritas o puede iniciarse
con una infeccion subclinica, con aparecimientos clinicos repentinos e intermitentes; los
sintomas son de desarrollo progresivo de tejido fibroso, alteraciones en tamafio y forma del

tejido y reduccion del rendimiento de la produccion de leche.

6.-Mastitis No Especifica: también se la conoce como mastitis aséptica 0 mastitis no
bacteriana; se caracteriza por el aumento del conteo de células soméaticas mas no se aisla
ningln microorganismo causal en las muestras de leche; puede ser originada a causa de
traumas fisicos en la glandula mamaria, irritaciones quimicas, por el uso de productos para
el tratamiento de mastitis o por el inadecuado funcionamiento de los equipos de ordefio. Este
tipo de mastitis puede ser de naturaleza clinica o subclinica. Staphylococcus aureus o
Streptococcus agalactiae es aislado de un cuarto con o sin aumento de células somaticas; en
este caso, las bacterias aisladas representan apenas una colonizacion del canal del pezon pero

no caracterizan una infeccién intramamaria propiamente dicha.

Pruebas para la deteccion de mastitis:

Segun Philpot y Nickerson (2002), dentro de los exdmenes para detectar mastitis

tenemos:

Examenes fisicos: se realizan mejor cuando la ubre de la vaca esta vacia

inmediatamente después del ordefio; se examina para detectar los cuartos endurecidos,



hinchados y calientes asi como cuartos atrofiados o deformes con areas de tejido cicatrizante

que indican dafios permanentes.

Prueba de despunte: examinando los primeros chorros de leche con un despuntador

o0 jarro de fondo obscuro, se puede detectar clinicamente la leche anormal que no debe
enviarse al tanque. Ademas sirve para identificar vacas con mastitis que necesitan

tratamiento.

Prueba de Mastitis de California (CMT): La Prueba de California para Mastitis, por

sus siglas en inglés ha sido empleada durante décadas y sigue siendo la prueba més utilizada
a nivel de campo para el diagnostico de mastitis en el ganado bovino lechero (Morresey,
1999; Radostits, 2000; Medina y Montaldo, 2003; Erskine, 2001; Bedolla, 2004b). Es una
prueba sencilla que es util para detectar la mastitis subclinica por valorar groseramente el
recuento de células de la leche. No proporciona un resultado numérico, sino méas bien una
indicacion de si el recuento es elevado o bajo, por lo que todo resultado por encima de una
reaccion vestigial se considera sospechoso (Blowey y Edmonson, 1995; Bedolla, 2004b).
Estima el contenido de células somaéticas en la leche y para que los resultados sean
confiables, la prueba debe realizarse justo antes del ordefio después de realizar la descarga
de los primeros chorros de leche. Segun, Mellenberger (2000) normalmente la leche de una
glandula mamaria sana tiene menos de 100.000 ccs/ml, donde el 80% de las células son
macrdfagos y el 20% o menos corresponden a neutréfilos. A pesar de tener alta sensibilidad
la prueba de CMT presenta deficiencias en especificidad, dando falsos positivos durante la
primera semana después del parto; en vacas que tienen mas de siete meses de produccién y
varios partos, en estos casos el grado de viscosidad va a ser similar en los 4 pezones
(Mellenberger, 2000). La prueba de California Mastitis Test es la reaccion de un compuesto
quimico que rompe las células (lisador) y deja salir su ADN fuera de la membrana celular,
estos filamentos de ADN tienen tendencia a formar unas estructuras tipo gel cuando se unen
unos con otros (Philpot y Nickerson, 2002). A mayor presencia de células se libera una
mayor concentracion de ADN, por lo tanto mayor sera la formacion de la gelatina,
traduciéndose en nuestra lectura e interpretacion del resultado como el grado més elevado
de inflamacion (Smith 1990; Saran y Chaffer, 2000; Medina y Montaldo, 2003). Es decir,

permite determinar la respuesta inflamatoria con base en la viscosidad del gel que se forma



al mezclar el reactivo (purpura de bromocresol) con la misma cantidad de leche en una paleta
con cuatro pozos independientes permitiendo evaluar cada cuarto independientemente
(Smith 1990; Saran y Chaffer, 2000; Medina y Montaldo, 2003).

La prueba consiste, en descartar los primeros chorros de leche de cada pezon para
evitar falsos positivos, se coloca 2 ml de leche de cada pezon en la pateta de CMT y se
adiciona una cantidad proporcional de reactivo, se homogeniza y se procede a realizar la
lectura; en caso de positividad el reactivo de CMT reacciona con el ADN celular formando
un gel caracteristico dando los siguientes grados de positividad: traza, uno, dos, tres (Zurita,
et al. 1982).

Segun, Ruiz (1996) la interpretacion se la debe realizar de acuerdo al grado de

mastitis que presenta, asi:
Negativo: No hay precipitado por lo tanto no hay infeccion.

Trazas: Existe ligera precipitacion que desaparece al agitar, se forma una especie de
velo en el pocillo de la paleta, se recomienda comparar el resultado de un cuarto de la

glandula con la otra.

Grado 1: Existe una ligera agitacion con algunos filamentos grumosos, al mover la
paleta por unos 20 segundos los grumos tienden a desaparecer, presenta una apariencia de

gelatina ligera.

Grado 2: Toma la apariencia de una clara de huevo, toma consistencia de moco y cae

el precipitado en el pocillo de forma lenta, este grado corresponde a una infeccion seria.

Grado 3: Se produce la formacion de una especie de coagulo, que se queda adherido
a la paleta que cae muy lento y este no pierde la forma a pesar de la agitacion, este grado

corresponde a una infeccion seria.

La técnica diagnostica es ampliamente difundida y utilizada a nivel mundial, segin
un estudio realizado por Ferrano ,et al., (1999), la prueba California Mastitis Test tiene una
sensibilidad de 0.76, especificidad 0.56, por lo tanto los resultados obtenidos estiman

prevalencia aparente.



Conteo de Células Somaticas: se realiza con la mezcla de la leche de todos los cuartos

de cada vaca; permite evaluar el estado de salud de la ubre y deficiencias en el control de
mastitis, al igual que la prueba de CMT, no permite realizar un tratamiento sin un cultivo.
Los valores del conteo de células somaticas en casos de ausencia de infeccion mamaria
oscilan entre 200000- 300000 ccs/ml, mientras que recuentos superiores a 800000 ccs/ml se
asocian a infecciones persistentes, en el caso de cuartos normales existe menos de 100000
ccs/ml (Cerdn, et al., 2007).

Un cuarto sano de la glandula mamaria mantiene un nivel de células soméaticas menor
de 100000 ccs/ml (Wolter et al., 2004). Con el establecimiento de procesos inflamatorios de
la glandula mamaria se estima que el contaje sobrepasa 500000 ccs/ml. Hatos con 400000

ccs/ml poseen buenas précticas de manejo, pero no controlan mastitis (Ceron, et al., 2007).

Las glandulas mamarias que nunca se han infectado normalmente tienen CCS de
20,000 a 50,000 ccs/ml. En grandes poblaciones de vacas, 80% de los animales no infectados
tendran un CCS menor de 200,000 células/ml y 50% menor de 100,000 células/ml. Una
razon de las cuentas ligeramente elevadas en animales no infectados es que algunos cuartos

tuvieron una infeccion previa de la cual no se han recuperado totalmente (Philpot, 2001).

Tabla 1.1 Relacién entre grado de CMT y Rango de Células somaticas.

Relacion del Grado de CMT y Rango de Células Somaticas
Grado de CMT Rango de células somaticas
Negativo < 200000

Trazas 200001-400000
Grado 1 400001-1500000
Grado 2 1500001-5000000
Grado 3 > 5000000

Fuente: Ruiz; 1996.
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Conductividad Eléctrica: detecta la mastitis basada en los diferentes niveles de

concentracion de sal que ocurren entre los cuartos infectados y sanos de la misma vaca,
puesto que la presencia de bacterias aumenta el sodio y el cloro en la leche, disminuyendo

los iones de calcio y la lactosa.

Cultivos de muestras de leche: es un procedimiento en el que se lleva a un

microorganismo a un medio artificial con condiciones adecuadas para su crecimiento y asi
conocer su comportamiento e identificarlo; debe reunir condiciones de temperatura,
humedad, presion osmética y pH. Las muestras de los casos clinicos o de cuartos con altos
conteos de células somaticas que no presentan crecimiento, puede obedecer a que ciertas
bacterias como coliformes en infecciones cronicas tienen un nimero de bacterias muy bajo
para ser detectados; en otros casos se pudo haber eliminado la infeccion, pero existe un
elevado nimero de células somaticas que persisten mientras se completa la curacion,
también se puede considerar la posibilidad de la presencia de un microorganismo que no

crece en medios normales como Mycoplasma spp.

Analisis de muestra de tanque: para detectar la mastitis a nivel del hato, se puede

hacer un estudio del conteo total de células sométicas y de los tipos de bacterias en el tanque
de leche. Un rango de mas de 200 000/ml células somaticas sugiere la presencia de mastitis
en el hato pero revela muy poco sobre casos clinicos de mastitis, el grupo de vacas envuelto

o clases de infecciones presentes.

Reconocimiento materno de la gestaciéon

La duracion del ciclo estral en la vaca esta determinado principalmente por la
duracion del cuerpo lateo (CL) (Thatcher, et al., 1995; McCraken et al.,1999). Mientras que
en animales que se encuentran ciclando la regresion del cuerpo lGteo es necesaria para el
retorno al estro, en animales prefiados el proceso de lutedlisis debe ser bloqueado para
mantener la gestacion. La lutedlisis es el resultado de la secrecidn pulsatil de prostaglandina
F2a por parte del endometrio, la cual esta regulada por una precisa y coordinada regulacion
en la expresion de receptores de oxitocina, estradiol y progesterona (Robinson et al., 2001).
Durante las primeras etapas de desarrollo embrionario (dias 14 a 25), el blastocito en
elongacion envia la sefial para evitar el desencadenamiento del proceso de lute6lisis y por lo

tanto permitir el establecimiento de la prefiez, este proceso se conoce como reconocimiento
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materno de la prefiez (Roberts et al., 1999; Thatcher et al., 1995). Esta sefial esta mediada
por la liberacion de interferon tau (INFt) por parte de las células mononucleares del
trofoblasto (Roberts et al., 1999; Thatcher et al., 1995; Spencer et al., 2002). El efecto
antiluteolitico del INFt esta dado por su capacidad de bloquear la expresion de receptores de
oxitocina en el epitelio luminal y el epitelio glandular superficial del endometrio impidiendo
la liberacion pulsétil de prostaglandina F2o (Thatcher et al., 1995; 2001). Al impedir la
liberacion pulsatil de prostaglandina F2a se bloquea la lutedlisis ya que la regresion luteal
solo tiene lugar cuando un cuerpo luteo funcional es expuesto a un patrén de secrecion
pulsétil de prostaglandina F2o (Kindahl et al., 1976; Silvia et al., 1991). De hecho, el
proceso de desarrollo embrionario en si crea un ambiente de elevadas concentraciones
basales de prostaglandinas, las cuales son necesarias para el crecimiento y expansion del
embrion (Dorniak et al., 2013). Estudios recientes han sugerido que aparte de su conocida
accion paracrina, el INFt podria estar actuando de manera enddcrina para prevenir la
lutedlisis (Bott et al., 2010; Antoniazzi et al., 2013). EI aumento en la expresion de genes
en los leucocitos en circulacion en respuesta al INFt durante el reconocimiento materno de
la prefiez brinda apoyo a la hipotesis sobre un efecto enddcrino del mismo (Yankey et
al.2001; Han et al., 2006; Gifford et al., 2007; Green et al., 2010). Este grupo de genes es
conocido como Genes Estimulados por el Interferén o ISGs por sus siglas en inglés; dentro
de éstos se encuentran el ISG15 (Han et al., 2006; Gifford et al., 2007; Green et al., 2010),
MX1y MX2 (Yankey et al., 2001; Stevenson et al., 2007; Green et al., 2010) y OAS (Green
etal., 2010). El hecho de que su expresién aumente significativamente en las vacas prefiadas
durante el periodo de reconocimiento materno de la prefiez los convierte en una potencial
herramienta de diagnostico temprano de prefiez (Han et al., 2006; Gifford et al., 2007; Green
et al., 2010). Las concentraciones plasmaticas de INFt en rumiantes son muy bajas (Oliveira
et al., 2008; Bott et al., 2010), lo que hace que sea muy dificil su deteccién y actualmente
no existe un analisis de laboratorio disponible. Por esta razon, la determinacion de
incrementos en la expresion de los ISGs se ha convertido en una herramienta muy utilizada
en investigacién para determinar la presencia de un embrién durante el periodo de
reconocimiento materno de prefiez y ha sido evaluado como herramienta de diagndstico
precoz de prefiez (Han et al., 2006; Stevenson et al., 2007; Green et al., 2010). También es
importante mencionar que es posible detectar la presencia de un concepto alrededor del dia

25 de la gestacion mediante la deteccion de 184 glicoproteinas asociadas a la prefiez (PAGS)
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en plasma; éstas son una familia de glicoproteinas producidas y liberadas al torrente
sanguineo materno por las células binucleadas de la placenta (Wooding et al., 2005). Dentro
de ésta familia de glicoproteinas, la proteina especifica de la prefiez B (PSPB) es una de las
mas comunmente utilizadas para el diagnostico temprano de gestacion (Zoli et al., 1992;
Green et al., 2005).

Pérdidas de prefiez en bovinos

La falla reproductiva en vacas lecheras inseminadas es el resultado de la mala
fertilizacion y supervivencia embrionaria. Estudios con vacas lecheras en lactancia indican
que la tasa de fertilizacion tuvo un promedio de 76,2 % y vario entre 55,3 y 87,8% (Santos
et al., 2004a). Una vez fertilizado el ovocito, el destino de la prefiez se determina por la
supervivencia del embrion y del feto. La incidencia de la pérdida de prefiez en ganado
lechero varia con el momento del diagndstico de la prefiez. Lamentablemente poco se sabe
sobre los factores de riesgo de pérdidas de prefiez durante los primeros 25 a 28 dias de
gestacion, debido a la falta de un método de diagnéstico de prefiez no invasivo y certero para
detectar prefieces antes del dia 25. Estudios de vacas de carne en lactancia sugieren que la
tasa de fertilizacion tuvo un promedio de 75 % y vario entre el 60 y 100 % (Santos et al.,
2004a).En algunos estudios, la menor tasa de fertilizacién en vacas de carne puede haber
estado relacionada con inseminaciones realizadas en el posparto temprano, cuando la
anovulacion y el anestro prevalecieron en vacas de carne. A pesar de la escases de datos para
confirmar que las vacas estaban en el posparto temprano, es posible que las tasas de
fertilizacion en vacas de carne en lactancia no sean tan altas como se pensaba y el promedio
de 75 % representa la verdadera tasa de fertilizacion en vacas con cria a la inseminacion

artificial.

Las pérdidas de prefiez pueden caracterizarse como muerte embrionaria temprana
que ocurre antes del reconocimiento materno de la prefiez, muerte embrionaria tardia, que
ocurre entre los dias 24 y 42 de gestacion y muerte fetal, que ocurre después del dia 42. Se
supone que la frecuencia de pérdidas de prefiez es mayor durante el periodo embrionario
temprano que puede demostrarse por el uso de transferencia de embriones. Cuando se
transfirieron embriones de 2 dias a vacas receptoras y luego se recuperaron por flushing

uterino 9 dias mas tarde, solo se recupero 55 al 60 % de los conceptus (Bertolini et al., 2002).
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En vacas lecheras en lactancia, la transferencia de embriones frescos o congelados
/descongelados da tasas de prefiez que son pocas veces mayores al 50 % lo cual indica que
la pérdida embrionaria temprana puede afectar a méas del 50 % de los oocitos fertilizados.
Para la inseminacion artificial, las pérdidas embrionarias tienen méas preponderancia que las
pérdidas fetales. Si se las considera juntas, las pérdidas fetales y embrionarias pueden llegar
a mas del 60 % de las gestaciones.

Las pérdidas de prefiez pueden caracterizarse por muerte embrionaria o fetal. La
mayoria de los productores reconoce las pérdidas de prefiez cuando el feto es expulsado del
utero de las vacas prefiadas. Sin embargo, se calcula que la mayoria de las pérdidas ocurren
durante los primeros 50 dias de gestacién, durante el periodo embrionario. La lutedlisis y el
retorno al estro antes del dia 24, podria indicar pérdida embrionaria que sucede después del
dia 16 de la gestacion. Por lo tanto, las pérdidas de prefiez antes del dia 24 después de la
inseminacién artificial indican pérdidas embrionarias tempranas y aquellas entre los dias 24
y 50 indican pérdidas embrionarias tardias, las pérdidas de prefiez detectadas después del dia

50 caracterizan las pérdidas fetales ( Humbolt , 2001 ).

Prevalencia de pérdidas de prefiez

Sartori et al. (2002) colectaron embriones el dia 6 después de la ovulacién de vacas
lecheras en lactancia y observaron que solo el 33,3 y 52,8 % fueron considerados viables
cuando las vacas estuvieron expuestas a estrés calérico o a neutralidad térmica,
respectivamente. Segun sus resultados cuando el estrés caldrico esta presente, mas del 45 %

de las prefieces se perdieron para el dia 7 de gestacion.

Vasconcelos et al. (1997) evaluaron la prefiez en varios intervalos después de la
inseminacion artificial. De las primeras prefieces el dia 28 después de la inseminacion
artificial, 89,5% ;83,8% ;82,4 % y 80,9 % permanecieron prefiadas los dias 42, 56 ,70 y 98
de la gestacion respectivamente. Santos et al. (2004) resumieron informacién de varios
experimentos y observaron que el riesgo de pérdida de prefiez era mucho mayor al comienzo
de la gestacion que hacia el final. Por lo tanto, las pérdidas embrionarias tempranas tienen
mayor preponderancia que las tardias que, a su vez, tienen mayor preponderancia que las
pérdidas fetales. En las vaquillonas, las pérdidas fetales y embrionarias en bovinos lecheros

suelen ser bajas y tienen un promedio de 4,2 % (Santos et al., 2004a).
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Pérdida de prefiez temprana

Los célculos de tasa de fertilizacion en vacas lecheras en lactacion van desde 55,3 % durante
el verano hasta casi el 87,8 % durante los periodos de neutralidad térmicas (Sartori et
al.,2002). Sin embargo, las tasas de concepcion 21 a 31 dias luego de la inseminacion suelen
ser menores al 50 % en vacas lecheras en lactacion. Ademaés, cuando se transfieren
embriones de 6 a 7 dias a vacas lecheras en lactacion, solo del 35 al 45 % de las vacas
continuaban prefiadas 22 dias mas tarde. Por lo tanto, se registra una pérdida de prefiez
después de la inseminacion y dicha pérdida puede representar hasta el 40 % de los oocitos

fertilizados.

Factores de riesgo

Los factores de riesgo comunes relacionados con una menor fertilidad en bovinos
son: anormalidades del oocito relacionadas con una menor calidad debido al estrés o a una
dominancia prolongada, menor desarrollo embrionario y una sefial de reconocimiento de
prefiez comprometida, anestro posparto prolongado, enfermedades periparturientas y
uterinas, enfermedades infecciosas, pérdida excesiva de escore de condicion corporal
durante el posparto temprano, estrés caldrico y mayor nimero de partos (Santos et al.,
2004a).

Calidad del oocito

La calidad de los gametos femenino y masculino es un factor importante que participa
en la tasa de fertilizacion y en el desarrollo del cigoto recién formado. Estudios diferentes
mostraron los efectos negativos de los oocitos de mala calidad sobre la tasa de fertilizacion,
el desarrollo embrionario y la tasa de concepcion. La supervivencia embrionaria se reduce
si los embriones provienen de oocitos de vacas con foliculos de dominancia prolongada,
dietas con gosipol o que dan altas concentraciones de urea y amoniaco en la sangre o la
exposicion al éstres calorico. Debido a que puede llevar entre 40 y 50 dias para que un
foliculo se desarrolle hasta el estado de ovulatorio (Webb et al.,2004) los eventos que
ocurren en los meses anteriores a la ovulacion pueden influir sobre la fertilizacion y la

supervivencia embrionaria temprana.

15



Foliculo persistente

La ovulacion de foliculos viejos tiene como resultado oocitos de menor calidad.
Revah y Butler (1996) compararon la calidad del complejo cumulus oophorus de foliculos
recuperados el dia 13 del ciclo estral y los foliculos en la etapa de crecimiento recuperados
el dia 7. ElI complejo cumulus oophorus de foliculos de 13 dias tenia caracteristicas
degenerativas mientras el complejo cumulus oophorus de los foliculos de 7 dias estaba
intacto. La larga exposicion del complejo cumulus oophorus a concentraciones crecientes de
LH provoca una maduracion prematura del oocito (Mihm et al., 1999) y tasas de concepcidn
reducidas (Austin et al., 1999). La supervivencia embrionaria temprana se vio comprometida
cuando las vacas inseminadas ovularon un foliculo persistente en comparacion con las vacas
que ovularon un foliculo en crecimiento (Ahmad et al.,1995). Del mismo modo, a medida
que se prolong6 el periodo de dominancia, la calidad embrionaria el dia 6 se vio
comprometida (Cerri et al., 2005). Estos resultados indican que los factores que provocan la
dominancia del foliculo ovulatorio pueden comprometer el desarrollo embrionario temprano

lo cual probablemente provoque una mayor cantidad de pérdida embrionaria.

Desbalances endocrinos

Desbalances endocrinos, especificamente niveles anormales de la concentracion
plasmatica de progesterona y estrogenos pueden causar mortalidad embrionaria y fetal
(Ayalon, 1978). El desarrollo folicular es regulado localmente y existe una disminucion del
crecimiento folicular en el ovario ipsilateral al cuerno gestante durante los primeros dos
meses de gestacion (Thatcher et al., 2003). El dia 17 post celo se observa un incremento del
receptor alfa estrogénico, un incremento del ARN mensajero para el receptor de oxitocina
y una disminucion de la expresion del receptor de progesterona en las glandulas uterinas de
vacas ciclicas que no se observa en vacas prefiadas (Thatcher et al.,2003). Las vacas lecheras
de alta produccion pueden mostrar bajos niveles de progesterona durante la fase luteal debido
a un mayor flujo sanguineo hepatico que resulta en una mayor tasa metabdlica de las
hormonas esteroideas (Sangsritavong et al., 2002) y esto podria contribuir a incrementar las

pérdidas embrionarias. Ademas, estos valores bajos de progesterona van a resultar en una
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mayor pulsatilidad de LH durante el diestro y estimular el crecimiento folicular. Un excesivo
crecimiento folicular y altos niveles de estradiol durante la fase luteal también pueden ser
nocivos para la supervivencia del embrion (Pritchard et al., 1994, Inskeep, 1995). Otros
factores tales como estres calérico (Wolfenson et al. 1995), alta produccién de leche y
somatotrofina bovina (de la Sota et al., 1993) afectan la dominancia folicular lo que puede
resultar en un mayor desarrollo folicular durante la gestacion. Es notable que el crecimiento
folicular esta suprimido o reducido en el ovario ipsilateral al cuerno gestante durante el
periodo embrionario tardio (Guibault et al., 1986, Thatcher et al., 1986, Thatcher et al.,
2001). Por lo tanto, la supresion farmacoldgica del crecimiento folicular podria ser

beneficiosa para la supervivencia del embrion.

Estrés Calorico

Las vacas lecheras en lactancia son muy sensibles al estrés caldrico. La alta
produccidn de leche esta relacionada con la mayor ingesta de alimentos y la tasa metabdlica,
lo cual compromete los mecanismos de termorregulacién de la vaca. Zeron et al., (2001)
evaluaron la competencia de desarrollo y la composicion de la membrana de los oocitos
expuestos al estrés caldrico. La exposicion a altas temperaturas provocd una menor
produccion de estradiol e inhibina en los foliculos y una menor tasa de clivaje y desarrollo
hasta el estado de blastocito. Los oocitos colectados durante el verano presentaron una
morfologia empeorada que podria haberse debido a cambios en el perfil de acidos grasos en
el oocito. A pesar de que el estrés caldrico afecta la fertilizacién, la supervivencia
embrionaria y fetal temprana y tardia (Cartmill et al., 2001; Chebel et al., 2004; Sartori et
al., 2002), es durante los estadios tempranos de la gestacion, desde la fertilizacion hasta las

divisiones celulares tempranas, que altas temperaturas tienen los efectos mas perjudiciales.

En un estudio realizado por Sartori et al., (2002) se demostr6 que las vacas en
lactancia en condiciones de estrés calorico tienen menores tasas de fertilizacion que las vacas
nuliparas y las vacas en lactancia expuestas a temperaturas neutras. Se pensaba que esto
estaba relacionado con la calidad de los oocitos porque la cantidad de los espermatozoides
accesorios era similar entre embriones y oocitos fertilizados. Ademas los embriones
producidos por vacas en lactancia en climas calidos fueron de menor calidad que los

embriones producidos por vacas en lactancia en temperaturas neutras ( Sartori et al., 2002).
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Drost et al., (1999) demostraron que la transferencia de embriones producidos in vivo de
vacas expuestas a temperaturas neutras aumento las tasas de prefiez en vacas en condiciones
de estrés calorico a comparacion de la inseminacion artificial. Esto demuestra que los efectos
negativos del estrés caldrico pueden comprometer la calidad del oocito, la fertilizacion y

desarrollo embrionario temprano, reduciendo asi las posibilidades de prefiez.

Estado de ciclicidad

Rhodes et al.,(2003) indicaron que entre el 11 y 38 % de las vacas en sistemas de
produccion de paricion durante todo el afio siguen siendo anovulatorias a los 50 a 60 dias
posparto mientras entre el 13 'y 43 % de las vacas en sistemas de pasturas son anovulatorias
antes de comenzar la temporada de servicio. Rutigliano y Santos (2005) evaluaron el estado
de ciclicidad en 5767 vacas lecheras en lactancia durante los primeros 65 dias posparto y
observaron que las vacas multiparas tenian 2,1 menos posibilidades de ciclar que vacas
primiparas (81,9 vs 69,5 % ; P < 0,001). En esa poblacion de vacas Holstein de cinco rodeos
lecheros, el 22,5% de las vacas permanecian anovulatorias el dia 60 posparto. Es interesante
notar que aunque las vacas ovularon después de un periodo de anovulacion o anestro, la
fertilidad fue baja. Estas vacas suelen tener malas tasas de inseminacion despues de un
periodo de espera voluntaria cuando se utilizan sistemas de deteccion de celo ( Gumen et
al.,2003). Cuando participaron de un programa de inseminacion artificial a tiempo fijo con
GnRH, la mayoria de las vacas anovulatorias experimentaron una ovulacion sincronizada
pero las tasas de concepcion permanecieron bajas (Gumen et al.,2003). La fase luteal
posparto puede ser de corta duracion (< 12 dias), generalmente asociada con la falta de
exposicion previa a la progesterona o a cantidades suficientes de estradiol durante el proestro
(Inskeep, 2002). Las menores concentraciones plasmaticas de progesterona en el ciclo estral
anterior provocd una liberacion prematura de PGF2a en el ciclo siguiente (Shaham-
Albalancy et al.,2001). Por lo tanto, la anovulacién presenta un riesgo para lograr y mantener

una prefiez en bovinos.

Rutigliano y Santos (2005) evaluaron el riesgo de pérdida embrionaria tardia en vacas
lecheras en lactancia clasificadas como ciclicas o anovulatorias a los 65 dias posparto y
sujetas a sincronizacion de celo u ovulacion para la primera inseminacion posparto.
Observaron que las vacas anovulatorias tenian 1,3 mas posibilidades de perder una prefiez

que las vacas ciclicas. Santos et al .,(2004) revisaron varios estudios con vacas lecheras de
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alta produccion y observaron que el 15,7 y el 26,3 % de las prefieces se perdian en vacas
ciclicas y anovulatorias respectivamente. Las vacas anovulatorias tuvieron 2,01 mas
posibilidades de pérdida de prefiez que las vacas ciclicas (OR = 2,01;95 % intervalo de
confianza 1,41; 2,88; P < 0,001 ). De igual modo, en Nueva Zelanda, con vacas lecheras en
un sistema de pastura, las vacas clasificadas como anestro al comienzo de la temporada de
servicio tuvieron una menor tasa de prefiez y mayor riesgo de pérdida de prefiez. De hecho,
el riesgo de pérdida de prefiez aumento 1,6 veces en animales que estaban en anestro

comparado con vacas ciclicas.

Condicion corporal

Ldpez et al.,(2002) indicaron que una caida de 1 unidad de escore de condicién
corporal en una escala de 1-5 desde el parto hasta los 30 dias posparto aumentd el riesgo de
pérdida de prefiez 2,41 veces. Silke et al., (2002) observaron que las vacas que perdieron 1
unidad de condicion corporal entre los dias 28 y 56 de la gestacion tuvieron 3,2 veces mas
riesgo de pérdida de prefiez en el mismo periodo. Estos datos indican que el estado
metabdlico de la vaca, segun lo reflejado en la condicion corporal, afecta la supervivencia
fetal y embrionaria. Por lo tanto, se espera que los programas de salud y nutricion durante la
gestacion tardia y la lactancia temprana que minimizan la movilizacion de los tejidos

mejoran el mantenimiento de la prefiez en vacas lecheras en lactancia.

Programas de sincronizacion

La baja tasa deteccion de celos en tambos comerciales a llevado al uso de protocolos
de sincronizacion de la ovulacion y del celo. Estos programas se basan en combinacion de
hormonas como la GnRH y la PGF2a en el caso de protocolos Ovsyinch y CoSynch, que
sincronizan la emergencia de una nueva onda folicular, causan la regresion luteal y
sincronizan el desarrollo final y la ovulacién de foliculos dominantes. Otros programas de
sincronizacion de celo o de ovulacion también podrian incorporar el uso de dispositivos
intravaginales con progesterona. Se ha sugerido que las pérdidas de prefiez pueden haber
aumentado con el uso de programas de sincronizacion de la ovulacion (Lucy,2001). Muchos
estudios comparan las pérdidas embrionarias tardias en vacas lecheras en lactancia cuando
se las insemina luego de una ovulacion o un celo sincronizado. Las vacas en lactancia

inseminadas con un protocolo de inseminacion artificial a tiempo fijo (Ovsynch) tuvieron
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pérdidas de prefiez similares entre el dia 31 y 45 después de la inseminacion artificial en
comparacion de vacas inseminadas después del celo espontaneo (10,4 vs 13,2% ; Chebel et
al., 2004). Cuando Santos et al .,(2004a) resumieron seis estudios , solo uno mostré una
tendencia en aumentar la pérdida de prefiez en vacas inseminadas después de la inseminacion
artificial a tiempo fijo a comparacion del tratamiento de sincronizacion de celo (Cartmill et
al., 2001).Es interesante mencionar que cuando se inseminaron las vacas luego de signos
secundarios de celo con detectores de monta o luego de la inseminacion a tiempo fijo después
de un solo tratamiento con PGF2a , el riesgo de aborto aumento 1,7 veces a comparacion de
vacas inseminadas después de detectar celo por observacion visual de la actividad de monta
( Risco et al., 1999). Por lo tanto cuando estan bien implementados, es poco probable que

los protocolos de sincronizacion aumenten el riesgo de pérdidas de prefiez en vacas lecheras.

Enfermedades

Se ha informado que muchas enfermedades reducen la tasa de concepcion lo cual
indica una menor fertilizacion o una mayor pérdida embrionaria temprana y tardia. A pesar
que las enfermedades reducen la fertilidad en bovinos, se desconoce cuél es la etapa de la
prefiez mas afectada por enfermedades actuales o antiguas. Cerri et al., (2006) informaron
que las vacas con endometritis subclinica, diagnosticadas por un aumento de neutrofilos en
el utero mostraron tasas de fertilizacion menores. Resulta claro que la endometritis clinica (
McDougall et al.,2005;Galvéo et al.,2006a) y subclinica (Galvéo et al., 2006a;Gilbert et
al.,2005) reducen las tasas de concepcién en bovinos y es probable que sea el resultado de
supervivencia embrionaria y fertilizacion reducida. La lista de agentes patdgenos podria ser
innumerable y por consiguiente se van a resaltar los que puedan tener mas relevancia en
nuestro medio. Dentro de ellos estan, tricomoniasis, leptospirosis, diarrea viral bovina, IBR
(BonDurant, 2007).

Tricomoniasis: es una enfermedad venérea que altera la calidad del endometrio
(endometritis-pidmetra) y puede generar muerte embrionaria por un mal ambiente uterino.
También se ha reportado que el parasito puede quedar dentro del embrién al momento de la
eclosion, y después de multiples replicaciones generar aborto por dafio directo al feto. Sin
embargo esta ultima forma de infeccion seria menos frecuente. Como es una enfermedad
venérea, su control esta dirigido al control de los portadores del paréasito, el toro. Se deben

identificar los toros positivos y eliminarlos del hato. Se requieren al menos tres cultivos
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negativos realizados con intervalo de una semana para certificar un toro como negativo a
tricomoniasis (BonDurant, 2007).

El control de las vacas afectadas es mas complicado debido al impacto econémico
que implicaria descartar todas las vacas expuestas. Las vacas se deben separar por grupos,
un grupo de més de 5 meses de gestacion (probabilidad de aborto baja) y un grupo de menos
de 5 meses de gestacion (probabilidad de aborto alta). Las vacas vacias se deben separar en
vacas con piometra o con anormalidades uterinas y vacas aparentemente normales. A pesar
de que es posible que las vacas con anormalidades uterinas se “curen”, el dafio endometrial
es tan severo que muchas veces las vacas no prefian y van a ser descartadas por infertilidad.

Por consiguiente las vacas con las anormalidades se deben eliminar del rebafio,
ademas porque son un riesgo de contaminacion para los toros. La recomendacion final para
esta enfermedad es que los toros que se deben introducir a un hato deben ser virgenes y no

debe rotarse por diferentes hatos cuyo estatus sanitario sea desconocido (BonDurant, 2007).

Leptospirosis: esta enfermedad es causada por Leptospira borgpetersenii, serovar
hardjo,tipo hardjobovis. Se han detectado varios tipos de leptospira sin embargo se
considera que en el bovino, la patégena es borgpetersenii. Esta diferenciacion es importante
porque los esquemas vacunales no han sido eficaces en la prevencion de la enfermedad,
posiblemente porque se esta vacunando con el patégeno inadecuado. La leptospirosis causa
comlnmente aborto entre el segundo y tercer mes de gestacion, pero también puede ser
causal de muerte embrionaria y de infertilidad. La bacteria entra a través de las membranas
mucosas y persiste en el rifion y el tracto reproductivo. Estos animales son portadores y
diseminadores importantes de la enfermedad pero ademaés tienen afectado su potencial
reproductivo (BonDurant, 2007). El control de la enfermedad no es facil debido a que las
vacas portadoras eliminan constantemente la bacteria y ademas la reinfeccién en las
condiciones del trépico son muy altas. El control de la enfermedad se basa en programas de
vacunacion, control de los factores de riesgo (roedores, aguas estancadas) y en la eliminacion
del estado portador de las vacas a través de tratamientos (BonDurant, 2007).

Diarrea Viral Bovina (DVB): el virus de la DVB puede afectar la gestaciéon en
cualquiera de sus etapas. Durante la gestacion temprana (menos de 4 meses) el virus es
generalmente letal. El sistema de transmision mas importante parece ser a travées de los

animales persistentemente infectados o PI. Estos diseminan la enfermedad en todo el hato
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de una manera muy eficiente y con prevalencia alrededor del 70% (BonDurant, 2007).
Cuando un animal se infecta, el virus se va a ubicar preferentemente en el tacto reproductivo,
empezando por los ovarios. El virus genera ooforitis alterando la concepcion de la vaca al
afectar la calidad del oocito, la capacidad esteroidogénica del foliculo y la formacion del
cuerpo luteo. Si el embridn eclosiona, el virus es letal una vez se replica en el

individuo. Después de los 120 dias, el feto puede sobrevivir a la infeccion y generarse el
estado de Pl. Se deben instaurar programas de bioseguridad para evitar la entrada de
animales Pl al hato. Los programas vacunales son importantes para reducir el riesgo de

infeccion, sobre todo en fincas abiertas (BonDurant, 2007).

Rinotraqueitis bovina (IBR): El virus del IBR también afecta la viabilidad de la
gestacion en todas sus etapas. Causa ooforitis generando repeticion de calores, muerte
embrionaria y abortos. Es una enfermedad facil de diagnosticar por serologia y las vacunas
que se encuentran en el mercado son buenos inmundgenos. Si el diagndstico de la
enfermedad es adecuado, una implementacion apropiada de programas de control
incluyendo la vacunacién con las diferentes cepas comerciales, generalmente ofrece una
respuesta inmediata en cuanto a la disminucién de los problemas de fertilidad y de aborto en
las vacas (Nandi et al., 2009).

Mastitis

La mastitis bacteriana puede ser causada por organismos gram-negativos o gram-
positivos. Los primeros liberan endotoxinas de sus paredes celulares que contienen
lipopolisacaridos y pueden inducir una liberacion endogena de prostaglandina F2a. Similar
alagram negativa, la bacteria gram positiva puede provocar respuestas inflamatorias, pirexia
y shock séptico. La mastitis clinica o subclinica, estd asociada con menores tasas de

concepcion en bovinos lecheros (Shrick et al., 2001).

Uno de los primeros estudios para demostrar una correlacion entre la aparicion de
mastitis y la alteracién de parametros reproductivos en vacas lecheras fue realizado por
Moore et al. (1991). El estudio se realiz6 en dos hatos lecheros Holstein, las vacas se
clasificaron como aquellas que experimentaron y no experimentaron mastitis entre las

inseminaciones artificiales (IA) o estro. Las vacas del rebafio 1 se vieron afectadas por
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Staphylococcus aureus (bacterias gram-positivas), mientras que las vacas en el rebafio 2 se
vieron afectadas por la mastitis coliformes (bacterias gram-negativo) El pardmetro que
evaluaron fue el intervalo inter-estro, las vacas se clasificaron al tener un intervalo anormal
cuando el retorno a estro era menor de 18 dias 0 mayor a 24 dias. Este parametro se utilizo
como un indicativo de mortalidad embrionaria temprana o de funcion lGtea alterada. Aunque
no hubo efecto de la mastitis en el intervalo interestro en el rebafio 1, las vacas del rebafio 2
fueron mas propensas a tener un intervalo interestro alterado en comparacion con vacas que
no experimentaron mastitis (Moore et al., 1991). Estos hallazgos observados en las vacas
del rebafio 2 que presentaron mastitis por bacterias gram-negativas, podrian haber afectado
el intervalo inter-estro a través de una endotoxemia , que a su vez ocasiono fiebre y secrecion
sistémica de hormonas ( prostaglandina F2a y cortisol) que afectaron la funcion del ovario

y del cuerpo lateo (Moore et al., 1991).

Un estudio realizado en el rebafio de la estacién experimental lechera en la
Universidad de Tennessee exploro méas a fondo la correlacion entre la aparicion de mastitis
y la eficiencia reproductiva de vacas lecheras. Barker et al. (1998) clasificaron a vacas Jersey
en lactacion en grupos, vacas que no experimentaron mastitis, vacas que experimentaron
mastitis antes de la primera inseminacion artificial postparto, vacas con mastitis entre la
primera inseminacion artificial postparto y diagnostico de gestaciéon y vacas con mastitis
después de la confirmacion de la gestacion. Las vacas fueron seguidas hasta 150 dias en
leche y la prefiez se confirmo por recto palpacion 50 a 65 dias después de la inseminacién
artificial. El intervalo entre el parto y la primera inseminacién artificial postparto, fue mayor
para las vacas que tenian mastitis antes de la primera inseminacion artificial en comparacion
con los otros grupos de vacas combinadas (93.6 + 5.6 y 71.0 + 2.2 dias, respectivamente).
El grupo de vacas que presentaron mastitis entre la primera inseminacion artificial postparto
y el diagnostico de prefiez, aumentaron los servicios por concepcion (SPC, 2.9 + 0.3 dias)
en comparacion con las vacas que tenian mastitis antes de la primera inseminacion artificial
postparto (1.6 + 0.3) y con las vacas que tenian mastitis después de la confirmacion de la
prefiez o las que no tenian mastitis (1,7 = 0,1 d). Ademas, las vacas que tenian mastitis antes
de primera inseminacion artificial postparto tuvieron un menor intervalo desde el parto hasta
la concepcidn (113.7 £ 10.8 dias) en comparacion con el grupo de vacas que presentaron
mastitis entre primera inseminacién artificial postparto y el diagnostico de prefiez (136.6

+ 13.3 dias). El grupo de vacas que experimentaron mastitis después de la confirmacion de
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la prefiez o las vacas que no presentaron mastitis tuvieron el menor intervalo desde el parto
hasta la concepcion (92.1 £ 4.6 d). Curiosamente, la correlacion de la mastitis y la fertilidad

fue independiente del tipo de bacteria que causa la mastitis (gram-positiva o gram-negativa).

El mismo grupo de la Universidad de Tennessee realizo un estudio posterior en el
cual se evaluo la correlacion entre la mastitis subclinica y clinica con la fertilidad. En este
estudio, las vacas Jersey se agruparon en: vacas que no presentaron mastitis, vacas con
mastitis subclinica (bacterias aisladas de muestras de leche, sin alteraciones en la leche o en
la glandula mamaria), vacas con mastitis clinica (Schrick et al., 2001). Las vacas a su vez se
dividieron segun tipo de mastitis (gram-positivo o gram-negativo) y el momento del evento
de la mastitis (antes de la primera inseminacion post parto, entre la primera inseminacién
post parto y el diagnostico de gestacion y después de la confirmacion de la gestacion). Las
vacas que no experimentaron mastitis, se agruparon con las vacas que experimentaron
mastitis después de la confirmacion de la gestacion. De manera similar a los hallazgos de
Barker et al., (1998), vacas con mastitis clinica o mastitis subclinica antes de la primera
inseminacién post parto tuvieron un intervalo prologando entre parto y primera inseminacion
post parto (75.7 + 1.8 dias) en comparacion con las vacas que no fueron infectadas o las
vacas que tuvieron mastitis después de la confirmacién de la gestacion (67,8 £ 2,2 dias). Las
vacas gue tuvieron mastitis entre la primera inseminacién post parto y el diagnostico de
gestacion tuvieron un nivel intermedio entre el parto y la primera inseminacion (75.2 + 4.4
dias). Ademas, los servicios por concepcion fueron mayores para las vacas que
experimentaron mastitis entre la primera inseminacion post parto y el diagnostico de
gestacion (3,1 £ 0,3 dias), seguido de aquellas vacas que experimentaron mastitis antes de
la primera inseminacion post parto (2.0 + 0.1 dias), en aquellas vacas que no tenian mastitis
o0 tenian mastitis después de la confirmacion de la gestacion tuvieron menores servicios por
concepcién (1.6 £ 0.2 dias). De manera similar al estudio de Barker et al., (1998), la
correlacion entre la mastitis y la eficiencia reproductiva no fue dependiente del tipo de

bacteria aislada de las muestras de leche.

En un estudio realizado en el valle central de California (Santos et al., 2004), con
1.001 vacas lecheras Holstein de dos hatos lecheros, se clasificaron a las vacas de acuerdo
con el momento de ocurrencia del primer caso de mastitis durante la lactancia ; vacas sin

mastitis clinica (CON), mastitis que ocurre antes de primera inseminacion post parto
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(MG1), la mastitis que ocurre entre la primera inseminacién post parto y el diagnéstico de
gestacion (MG2), o mastitis que ocurre después de la confirmacion de la gestacion (MG3).
Las vacas fueron seguidas durante los primeros 320 dias en leche, las tasas de concepcion
después la primera inseminacion post parto y la proporcion de vacas prefiadas después de
320 dias en leche fueron significativamente menores para MG1 y las vacas MG2 en
comparacion con las vacas CON y MG3 . Las vacas en el grupo MG2 tenian el mayor
servicio por concepcién en comparacion con los otros tres grupos (CON =2.59 £ 0.10, MG1
= 2.62 £ 0.14, MG2 = 3.05 = 0.20, MG3 = 2.47 + 0.17). Ademas, las vacas que
experimentaron mastitis, independientemente del momento del evento, tuvo una mayor
incidencia de aborto entre 42 + 7 y 180 +14 d después de inseminacion artificial. Las vacas
en los grupos MG1 y MG2 tuvieron un intervalo extendido desde el parto a la concepcion
en comparacion con las vacas CON y MG3 (CON =139.7 + 3.7, MG1 = 165.0 + 5.7, MG2
=189.4 £ 6.4 y MG3 = 118.4 £+ 6.4 d). Cuando las vacas se agruparon en: vacas que no
experimentaron mastitis (CON) o experimentaron mastitis (MG1, MG2 y MG3), los grupos
gue experimentaron mastitis tuvieron un intervalo mas prolongado desde el parto hasta la
concepcién .De manera similar a la estudios de Barker et al., (1998) y Schrick et al., (2001),
el tipo de bacteria responsable del evento de mastitis no afect6 la correlacion entre la mastitis
y el rendimiento reproductivo. Santos et al., (2004b) demostraron que los animales que
desarrollan mastitis antes de la inseminacion artificial, desde la inseminacion artificial hasta
el diagndstico de prefiez y después del diagnostico de prefiez tuvieron una mayor incidencia

de aborto que las vacas que no desarrollaron mastitis durante la lactancia.

Risco et al., (1999) evaluaron el riesgo de pérdida fetal en 2087 vacas con diagndstico
de prefiez. Los autores observaron durante el periodo de estudio 127 abortos y 60 casos de
mastitis clinica. Después de evaluar el riesgo de aborto, llegaron a la conclusién de que las
vacas con un diagnostico de mastitis clinica durante los primeros 45 dias de gestacion
tuvieron un riesgo 2,7 (95 % intervalo de confianza = 1,3 a 5,6) veces mayor de aborto
dentro de los proximos 90 dias de gestacion que animales sin mastitis en el mismo rodeo.
Santos et al., (2004b) demostraron que los animales que desarrollan mastitis antes de la
inseminacion artificial, desde la inseminacién artificial hasta el diagndstico de prefiez y
después del diagnostico de prefiez tuvieron una mayor incidencia de aborto que las vacas

que no desarrollaron mastitis durante la lactancia.
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Chebel et al., (2004) evaluaron los factores que afectan las tasas de concepcion vy la
pérdida de gestacion en vacas Holstein lactantes de tres hatos lecheros diferentes en el valle
central de California. En este estudio se utilizd un total de 7,633 inseminaciones para la
evaluacion de los factores que afectan la tasa de concepcion y 1,465 vacas diagnosticadas
prefiadas por ultrasonografia a los 31 dias después de la inseminacion artificial y se
reexaminaron 14 dias més tarde. Entre los factores evaluados se encontraban la ocurrencia
de mastitis entre inseminacion artificial y la confirmacion de la gestacion aproximadamente
a los 45 dias después de la inseminacion artificial. Las vacas con mastitis experimentaron
durante este intervalo tasas de concepcion similares (24.0%) en comparacion con aquellas
vacas que no experimentaron mastitis (25.5%). Las vacas con mastitis clinica tuvieron 2,80
(intervalo de confianza de 95 %:1,16; 6,78) mas posibilidades de perder prefieces entre los
dias 31 y 45 dias que aquellas que no tuvieron mastitis. En un estudio posterior, el mismo
grupo evaluo la correlacion entre la mastitis subclinica y mantenimiento de la gestacion
(Moore et al., 2005), las vacas fueron clasificadas como; vacas que presentaron mastitis
subclinicas cuando tenian el recuento lineal de células somaticas mayor a 4.5 (LSCC> 4.5)
en el dia de la prueba inmediatamente antes de la inseminacién, pero no tenian signos
clinicos de mastitis (Moore et al., 2005). La gestacion fue diagnosticado a los 28 dias después
de inseminacion artificial por ecografia y a los 35 dias después de la inseminacion artificial
por palpacion rectal, las vacas que experimentaban mastitis subclinica inmediatamente
anterior a la inseminacion tuvieron 2.40 veces mas posibilidades de perder la gestacion entre
28 y 35 dias después de inseminacién en comparacion con aquellas vacas que tenian un

recuento lineal de células soméaticas menor a 4.5 (LSCC <4.5).

En otro estudio, McDougall et al., (2005) evaluaron el rendimiento reproductivo de
2.004 vacas lactantes de 10 hatos lecheros alimentados con pasturas en Nueva Zelanda, vacas
que recibieron la primera inseminacion dentro de los 16 dias posteriores al inicio de la
temporada de servicio, se determind la gestacion 29-45 dias después de inseminacién
artificial y a las 6, 8, 10, 14 y 22 semanas de gestacion. Las vacas fueron seguidas durante
toda la lactancia. En este estudio, el riesgo de pérdida de gestacion fue 1,57 veces mayor
para las vacas con mastitis en cualquier momento durante la lactancia en comparacion con
las que nunca experimentaron mastitis , a partir de los datos presentados anteriormente, esta
claro que existe una correlacion entre la mastitis y la fertilidad, estos hallazgos han llevado

a la hipotesis de que las respuestas inflamatorias e inmunes afectan el rendimiento
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reproductivo , afectando las tasas de fertilizacion y la viabilidad de los embriones,
comprometiendo el establecimiento, mantenimiento y desarrollo de la gestacion, es decir,
reduciendo la supervivencia del embrion / feto ocasionando mayor incidencia de muertes
embrionarias y fetales. Sin embargo, es importante tener en cuenta que no es posible
descartar la posibilidad de que las vacas que son propensas a desarrollar mastitis sean mas
debilitadas y, en consecuencia, mas propensos a desarrollar trastornos reproductivos que

pueden, en ultima instancia afectan su fertilidad.

HIPOTESIS

HO: No hay asociacion entre la mastitis subclinica grado 2 y 3 con la pérdida de

gestacion temprana durante los primeros 90 dias en vacas lecheras Holstein.

Ha: Hay asociacién entre la mastitis subclinica grado 2 y 3 con la pérdida de

gestacion temprana durante los primeros 90 dias en vacas lecheras Holstein.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la asociacion entre mastitis subclinica grado 2 y 3 con la pérdida

temprana de gestacion durante los primeros 90 dias en un hato lechero Holstein.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la asociacion entre los diferentes grados de mastitis subclinica con la

pérdida temprana de gestacion durante los primeros 90 dias en un hato lechero Holstein.

Determinar la tasa de pérdida de gestacion durante los primeros 90 dias

postinseminacion en vacas lecheras Holstein.
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Determinar el periodo de mayor pérdida de gestacion una vez realizado el diagnostico
de gestacion por medio de ultrasonografia transrectal.

Determinar el momento que presentaron el caso de mastitis subclinica y su relacion

con la pérdida de gestacion durante los primeros 90 dias en un hato lechero Holstein.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion Geografica

Los experimentos se realizaron en las instalaciones de la hacienda Sausalito S.C.C
de propiedad de la familia Montufar. La hacienda Sausalito S.C.C, es una unidad de
produccion pecuaria de caracter privado que se dedica a la produccion de leche bajo un
sistema de produccion semi-intensivo. Se encuentra ubicada en Ecuador en la provincia de
Pichincha, canton Mejia, parroquia Tambillo. Geograficamente se localiza en la latitud sur:
00° 26’ 382’ y en la altitud occidental: 078° 33” 801°°. La hacienda se encuentra a 2827

m.s.n.my en el sector existe una pluviosidad media de 1157.5 mm.

Descripcion de la Hacienda

Tiene una extension de 140 hectareas distribuidas de la siguiente manera: 105
hectéreas para pastoreo de vacas de produccidn, 30 hectareas para pastoreo de ganado seco,

5 hectéareas destinadas para infraestructura y potrerillos de terneras.

La alimentacion de los animales se basa en el consumo de forraje verde constituido
por: 70% kikuyo (Pennisetum clandestinum) y 30% Rye Grass (Lolium perenne), el
consumo diario de la mezcla forrajera es aproximadamente de 12 kilos MS /vaca. Reciben
ademas un concentrado de fabricacion propia en base de soya, melaza y maiz. Este se entrega
arazon de 5.5 kilogramos MS/ vaca / dia en promedio, dividido dos veces (en cada ordefio).
La alimentacion complementaria se basa en racion mixta y se utiliza los siguientes
componentes nutricionales: maiz molido, silo de maiz, torta de soya, melaza y sales

minerales.
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Unidades de Muestreo

La explotacién cuenta con un promedio de 500 vacas en ordefio, con una produccion
media de 24 litros vaca/dia. Para el estudio se analizaron los datos de 619 vacas. El periodo

de estudio fue realizado durante los meses de octubre del afio 2015 hasta diciembre del 2016.

Criterios de inclusiéon

Se consideraron bovinos hembras en lactacion que recibieron alta médica posterior
al parto, bovinos que pasaron el periodo de espera voluntario de 60 dias y que estaban en

condiciones de ser inseminadas.

Criterios de exclusion

Bovinos en lactacion con evidencia clinica de enfermedades graves como problemas
podales, neumonia y problemas metabdlicos. Las vacas que presentaron mastitis clinica
mediante el despunte no fueron consideradas en este estudio debido a que reciben un

tratamiento de antiinflamatorios y antibioticos para controlar la infeccién de la ubre.

Tipo de muestreo

La metodologia de investigacion aplicada a este trabajo se baso en un estudio de tipo

observacional, analitico, de casos y controles.

Factores de estudio

Prueba de CMT

La prueba de California Mastitis Test (CMT) se realiz6 mensualmente a todo el

hato lechero por un médico veterinario y se realizo el siguiente procedimiento.

Despunte: se descartaron los primeros chorros de leche en un recipiente de fondo
oscuro con la finalidad de eliminar conteos altos de bacterias y células somaticas que se

encuentran en el canal del pezén , se ordefian dos chorros de leche de cada cuarto en cada
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una de las placas de la paleta de CMT, se inclina la paleta para desechar el exceso de leche

e igualar volumétricamente cada compartimento, se afiade a la leche un volumen igual de

reactivo, se mezcla homogéneamente y se examina en la presencia de una reaccion de

gelificacion. Antes de continuar con la vaca siguiente se enjuaga la paleta. Se registro el

resultado de cada vaca en la planilla de datos.

La interpretacion y registro de resultados se realiza bajo el siguiente criterio.

Tabla 2.1. Interpretacion del grado de CMT.

Negativo: 0 El estado de la solucion permanece inalterado. La mezcla sigue en
estado liquido. ElI 25% de las células son leucocitos
polimorfonucleares.

Trazas: Se forma un precipitado en el piso de la paleta que desaparece pronto.
Hasta un 30% son leucocitos polimorfonucleares.

1(+): Hay mayor precipitado pero no se forma gel. De un 30 a 40% son
leucocitos polimorfonucleares.

2 (++): El precipitado se torna denso y se concentra en el centro. De un 40 a
70% son leucocitos polimorfonucleares.

3 (+++): Se forma un gel muy denso que se adhiere a la paleta. De un 70 al
80%son leucocitos polimorfonucleares.

Fuente: Deutsche Veterinarmedizinische Gesellschaft. 2000.
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Negativo

Dos (++) Tres (+++) Clinica

Figura 2.1 Grados de mastitis subclinica y mastitis clinica.

DIAGNOSTICO DE PERDIDAS DE GESTACION

Ultrasonografia

El diagndstico de gestacion fue realizado por ultrasonografia transrectal (Mindray
DP-10 VET con transductor de 8.5 mHZ) entre los 28 y 35 dias post inseminacién. El
seguimiento de la gestacion se lo realiz6 en dos ocasiones alrededor de los 60 y 90 dias de
gestacion utilizando ultrasonografia transrectal.

Figura 2.2 Ecdgrafo Mindray DP -10 VET.
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La conformacion de los grupos se realizo de la siguiente manera:

GRUPO CONTROL

Vacas diagnosticadas como prefiadas a los 30 dias postinseminacion y que no tengan
mastitis mediante la prueba de California Mastitis Test (CMT: 0) hasta los 90 dias

postinseminacion.

GRUPO 1

Vacas diagnosticadas como prefiadas a los 30 dias postinseminacién y que presenten
mastitis subclinica grado trazas y mastitis subclinica grado 1 mediante la prueba de
California Mastitis Test (CMT: T y 1) hasta los 90 dias postinseminacion.

GRUPO 2

Vacas diagnosticadas como prefiadas a los 30 dias postinseminacion y que presenten
mastitis subclinica grado 2 y mastitis subclinica grado 3 mediante la prueba de California

Mastitis Test (CMT: 2 y 3) hasta los 90 dias postinseminacion.

ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar la asociacion entre la variable pérdida embrionaria y fetal en vacas
lecheras Holstein durante los primeros 90 dias de gestacion con el factor de exposicion
presencia de mastitis subclinica se realizo la prueba Odds Ratio (OR) en el grupo 1 (CMT
grado Ty 1) yenel grupo 2 (CMT grado 2 y mastitis subclinica 3) , su nivel de significancia
se analiz6 mediante la prueba de Ji cuadrada .

33



CAPITULO 3
RESULTADOS

Vacas gue son diagnosticadas como prefiadas a los 30 dias postinseminacién y que
no tengan mastitis mediante la prueba de California Mastitis Test (CMT: 0) hasta los 90

dias postinseminacion son consideradas grupo control.

Grupo 1

Los resultados de la asociacion entre mastitis subclinica grado trazas y grado 1 con
la pérdida de gestacion durante los primeros 90 dias postinseminacion en vacas lecheras se
muestran en la Tabla 3.1. El Odds Ratio para este grupo fue de 0.94. Al realizar la prueba
de Chi cuadrado se concluy6 que no hubo asociacion significativa entre la presencia de

mastitis subclinica grado trazas y grado 1 con la pérdida de gestacion.

Tabla 3.1 Resultados de Odds Ratio (OR) y pvalor del grupo 1 (vacas con mastitis subclinica
grado Ty 1).

Vacas
Grado de Vaca_ls con mantiene
" pérdida de Total OR pvalor
Mastitis - la
gestacion .,
gestacion
T-1 Mastitis SC 28 179 207 0,94 >0,01
0 Sin Mastitis 44 265 309
Total 72 444 516
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GRUPO 2

Los resultados de la asociacion entre mastitis subclinica grado 2 y mastitis subclinica
grado 3 con la pérdida de gestacion durante los primeros 90 dias postinseminacién en vacas
lecheras se muestran en la Tabla 3.2. El Odds Ratio para este grupo fue de 2,6. Al realizar la
prueba de Chi cuadrado se concluyé que hubo asociacién altamente significativa entre la

presencia de mastitis subclinica grado 2 y grado 3 con la pérdida de gestacion (P < 0,01).

Tabla 3.2 Resultados de Odds Ratio (OR) y pvalor del grupo 2 (vacas con mastitis subclinica
grado 2y 3).

Grado de Vacas con Vacas

Mastitis pérdida de | mantiene la Total OR pvalor
gestacion | gestacion

2 -3 Mastitis SC 31 72 103 2.6 <0,01

0 Sin Mastitis 44 265 309

Total 75 337 412

*** Altamente significativo

En la Tabla 3.3 se muestran los resultados de la puntuacion de los distintos grados de
mastitis subclinica con los resultados de la prueba de Odds Ratio (OR) y chi cuadrado, en
la cual se concluye que las vacas con mastitis grado 2 tienen un riesgo de 2,24 veces mas de
tener una pérdida de gestacion en comparacion con vacas que no presentan mastitis durante
los primeros 90 dias postinseminacion , mientras que las vacas con mastitis grado 3 tienen
un riesgo de 2,93 veces mas de tener una pérdida de gestacion en comparacion con vacas

que no presentan mastitis durante los primeros 90 dias postinseminacion.
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Tabla 3.3 Tabla 3.3. Resultados de Odds Ratio (OR) y pvalor de los distintos grados de

mastitis subclinica.

Grado de Vacas con pérdida de Va_cas

» N i mantiene la OR pvalor
Mastitis gestacion -

gestacion
0 309 44 265 referencia

T 130 14 116 0,72 > 0,01

1 77 14 63 1.38 >0,01

2 48 13 35 2,24 < 0,05

3 55 18 37 2,93 <0,01

*** Altamente Significativo

TASA DE PERDIDA DE GESTACION

En la tabla 3.4 se muestran los resultados del nimero de vacas que perdieron la

gestaciobn y que presentaron mastitis subclinica durante los primeros

90 dias

postinseminacién. Se puede observar que de un total de 103 vacas que perdieron la gestacion,

31 vacas tuvieron cierto grado de infeccion en la ubre lo que posiblemente ocasiono la

muerte embrionaria y fetal.

El mayor porcentaje de pérdida de gestacion se presentd en vacas con mastitis subclinica

grado 3.

Tabla 3.4. Porcentaje de vacas con pérdida de gestacion segun los grados de mastitis en
vacas lecheras Holstein durante los primeros 90 dias post inseminacion.

Grado de Mastitis N Vacas con pérdida de gestacion
0 309 44 (14%)
T 130 14 (11%)
1 77 14 (18 %)
2 48 13 (27%)
3 55 18 (33%)
Total 619 103 (17 %)
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La mayor cantidad de muertes embrionarias y fetales ocurrié entre el dia 30 a 60
postinseminacién con un porcentaje del 12 %, mientras que entre los dias 61 a 90 se registrd
el 5% de muerte fetal. Durante los primeros 90 dias postinseminacion se registroé una pérdida

embrionaria y fetal total del 17% segun se muestra en la figura 3.1.

Porcentaje de vacas con pérdida de
gestacion

17%

12%

103

Porcentaje

5%
77

26
Dia 30-60 Dia 61-90 TOTAL

Figura 3.1 Porcentaje de pérdidas embrionarias y fetales entre los dias 30-60 y 61-90
postinseminacion en vacas lecheras Holstein.

Tabla 3.5 Numero de vacas que pierden la gestacion entre los dias 30-60 y 61-90
postinseminacion con distintos grados de mastitis subclinica (trazas, gradol, grado 2, grado
3), y ausencia de mastitis en vacas lecheras Holstein.

CIBVIradc_) (.je Dia 30-60 Porcentaje Dia 61-90 Porcentaje
astitis

0 34/309 11% 10/275 4%

t 11/130 9% 3/119 3%

1 11/77 14% 3/66 5%

2 9/48 19% 4/39 10%

3 12/55 22% 6/43 14%
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Porcentaje de muertes embrionarias y
fetales

m Dia 30-60 m Dia 61-90

Figura 3.2 NUmero de pérdidas embrionarias y fetales entre los dias 30-60 y 61-90
postinseminacion de vacas que presentaron mastitis subclinica (trazas, gradol, grado2,
gradod) y ausencia de mastitis en la prueba en leche de CMT.

En la tabla 3.6 se puede observar el momento que se determin6 la mastitis subclinica
y su relacion con la mortalidad embrionaria y fetal. De las vacas que tuvieron mastitis
subclinica grado 2 entre los 30 y 60 dias postinseminacion, el 89 % perdi6 la gestacion,
mientras que de las vacas que tuvieron mastitis subclinica grado 2 entre los 61 y 90 dias de
gestacion, el 50 % perdid la gestacion en ese periodo. Las vacas que tuvieron mastitis
subclinica grado 3 entre los 30 y 60 dias postinseminacion el 67 % perdid la prefiez, mientras
que las vacas que tuvieron mastitis subclinica grado 3 entre los 61 a 90 dias postinseminacién

el 17 % de vacas perdio la gestacion en este periodo.
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Tabla 3.6 NUmero de vacas que pierden la gestacion entre los dias 30-60 y 61-90 dias con

la presencia mastitis subclinica (trazas, grado 1, grado 2, grado 3),

en vacas lecheras

Holstein.
. Pérgij da Pérdida gestacion
Gradq Ocurre_n_cla gestacion 30- 61-90 N :[otz_jll de
Mastitis Mastitis 60 Perdidas

Dia 30 -60 2 (18%) 1(33%) 3
Grado T Dia 61-90 5 (45 %) 1(33%) 6
Dia 30-60-90 4 (36 %) 1(33%) 5

N Pérdidas 11 3 14
Dia 30 -60 3 (27%) 1 (33%) 4
Grado 1 Dia 61-90 6 (55%) 2(67%) 8
Dia 30-60-90 2 (18%) 0 2

N Pérdidas 11 3 14
Dia 30 -60 8 (89 %) 0 8
Grado 2 Dia 61-90 1 (11%) 2 (50 %) 3
Dia 30-60-90 0 2 (50 %) 2

N Pérdidas 9 4 13
Dia 30 -60 8 (67 %) 4 (67%) 12

Grado 3 Dia 61-90 3 (25 %) 1 (17 %) 4
Dia 30-60-90 1 (8%) 1 (17%) 2

N Pérdidas 12 6 18
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CAPITULO 4
DISCUSION

La produccién de leche en el Ecuador esta dividida en tres regiones, la region Sierra
aporta el 77,21%, seguida de la Costa con el 17,96% vy el Oriente representa el 4,82%. En
relacion al promedio de litros de leche producidos por vaca, la region que mas se destaca es
la Sierra con 7,20 litros/vaca/dia, debido a la gran cantidad de ganado lechero existente y al
cultivo de pastos (cultivados y naturales) que sirven para su alimentacion. La regién Oriental
ocupa el segundo lugar con 4,70 litros/vaca y por ultimo la regién Costa con 3,52 litros/vaca
(ESPAC 2016). Esto demuestra que la actividad lechera es el principal rubro econémico para

los pequefios y medianos productores del pais.

La prevalencia de mastitis subclinica registrada en las ganaderias ecuatorianas es alta.
En un estudio que se realiz6 en la zona occidental de la provincia del Azuay para determinar
la prevalencia de mastitis subclinica (MSC) en vacas lecheras, se analizaron 9.652 cuartos
mamarios de 2.413 vacas pertenecientes a 425 ganaderias, se concluyo en este trabajo que
la prevalencia de mastitis subclinica por vaca fue de 42,1% y la prevalencia por hato del
74,6% (Coronel et al., 2017).

La mastitis representa graves pérdidas economicas en los rodeos lecheros de todo el mundo
(DeGraves et al., 1993). Se estima que, de las pérdidas producidas por mastitis, el 29 %
representa costos directos y 71% indirectos, entre estos Gltimos el aumento de los dias en
leche, especialmente en vacas que sufren la enfermedad al inicio de la lactancia (Miller et
al., 1993). Las pérdidas econdmicas debido a la mastitis se han asociado con una reduccion
en la produccién y calidad de la leche, aumentos en el recuento de células somaticas, costos
en tratamientos, leche descartada y mayor riesgo de descarte (Santos et al., 2004). En un
estudio realizado por Lorenti et al., (2017), demostraron una clara asociacion entre los
recuentos de células somaticas elevados y una falla en eficiencia reproductiva (aumento en
el intervalo parto primera inseminacion, disminucion en la probabilidad de concepcion al

primer servicio y en la prefiez final).
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Los resultados obtenidos en esta investigacion confirman la hipétesis planteada;
existe asociacion entre la mastitis subclinica grado 2 y 3 con la pérdida de gestacion

temprana durante los primeros 90 dias en vacas lecheras Holstein.

En el grupo 2 (vacas mastitis subclinica grado 2 y 3) hubo asociacion con la pérdida
de gestacion durante los primeros 90 dias postinseminacion en vacas lecheras, el Odds Ratio
para este grupo fue de 2,6. La pérdida de gestacion evidenciada en este grupo podria ser
causada por la regresion lutea prematura inducida por la liberacion de citoquinas como la
prostaglandina F20, TNF-a, INF-y y/o el efecto de endotoxinas, como el LPS
(lipopolisacarido) y exotoxinas bacterianas, sobre el ovario, el Gtero y/o el embrion (Hansen
et al., 2004; Hertl et al., 2014). Se ha reportado que vacas con mastitis tienen mayores
concentraciones en sangre de 13,14 dihidro-15-ceto PGF2a (el mayor metabolito de PGF2a)
seguidos de cambios en las concentraciones de oxitocina (Giri et al., 1984; Hocket et al.,
2000) y otras citoquinas como ON (6xido nitrico), TNF a que afectan la maduracion y
desarrollo del oocito y més tarde la del embrién pudiendo ocasionar inclusive una luteolisis
temprana. Por otro lado, ha sido muy estudiado el impacto que tiene la hipertermia sobre la
fertilidad. Una elevacion de la temperatura corporal durante la maduracion del oocito o el
desarrollo embrionario temprano conlleva a una reduccion en la sobrevida del embrion
(Putney et al., 1988; Ealy et al., 1993). EIl efecto de la temperatura es directo sobre la
maduracion del oocito y la fase preimplantacional del embrion (Edwards y Hansen, 1997).
Igualmente, se ha observado una disminucion de la formacién de blastocitos en fertilizacion
in vitro de oocitos colectados bajo efectos de alta temperatura corporal (Dutt, 1963). Un
grupo de investigadores mencion6 que el efecto de la mastitis sobre la reproduccién se

acentuaba cuando las vacas pasaban de mastitis subclinica a clinica (Hansen et al., 2004).

Los resultados de la asociacion de vacas del grupo 2 con la pérdida de gestacién
durante los primeros 90 dias postinseminacion coinciden con el trabajo de Moore ( 2005) en
cual se evalud la correlacion entre mastitis subclinica y el mantenimiento de la gestacion.
Las vacas que experimentaban mastitis subclinica inmediatamente (LSCC > 4.5) antes de la
IA tenian 2.40 veces mas probabilidades de perder la gestacion entre 28 y 35 dias después
de la 1A en comparacién con las vacas que tenian un recuento lineal células somaticas menor
a4.5 (LSCC < 4.5) (Moore et al., 2005).
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En este estudio la pérdida general de la gestacion entre los 30 a 60 dias fue del 12 %
y entre los 61 a 90 dias fue del 5 %. Las pérdidas reproductivas en vacas lecheras en lactancia
han aumentado en los Gltimos afios y estas pérdidas parecen ser multifactoriales (Santos et
al., 2010; Ribeiro et al., 2013). Las disminuciones en la tasa de concepcidn parecen estar
asociadas con mayor produccién de leche e incidencia de trastornos de salud al inicio del
postparto (Ribeiro et al., 2013).

Resulta claro que las vacas lecheras de alta produccidn presentan importantes
pérdidas de prefiez desde la fertilizacion hasta el parto de un ternero vivo. En la mayoria de
los establecimientos, los productores y los veterinarios solo reconocen las pérdidas fetales
que ocurren después del dia 40 ¢ 50 de la gestacion. En la mayoria de los casos, no pueden
determinarse los agentes causales. Sin embargo, la mayoria de las pérdidas de prefiez ocurren
durante las etapas embrionarias del desarrollo. La mortalidad embrionaria es considerada la
principal causa responsable por el aumento en el intervalo entre partos en los bovinos
(Thatcher et al., 1994; Vanroose et al., 2000; Sreenan et al., 2001).

Estos resultados coinciden con el estudio que realizo McDougall et al., (2005), en el
cual se evidencié la preponderancia y los factores de riesgo relacionados con las pérdidas
de prefiez en vacas lecheras en lactancia alimentadas a pastura en Nueva Zelanda. Un total
de 2004 vacas prefiadas participaron en el estudio y 128 animales (6,4 %) perdieron la
prefiez. La tasa de pérdida de prefiez fue mayor entre las semanas 6 a 10 de gestacion que
entre las semanas10 a 14. De igual forma Santos et al., (2004) resumieron informacién de
varios experimentos y observaron que el riesgo de pérdida de prefiez era mucho mayor al
comienzo de la gestacion que hacia el final. Entre los dias de gestacion 30 y 45, se perdieron
aproximadamente el 12,8 % de las prefieces. Sin embargo, despues del dia 45, cuando el
intervalo entre los diagnosticos de prefiez fue mas prolongado que 15 dias, se perdieron
menos del 11 %. En la mayoria de los tambos en los Estados Unidos, alrededor del 10 al 15
% de las prefieces se pierden entre los 40 dias de gestacion y la paricién. Por lo tanto, las
pérdidas embrionarias tempranas tienen mayor preponderancia que las tardias que, a su vez,

tienen mayor preponderancia que las pérdidas fetales (Santos et al.,2004). La mayoria de las
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muertes embrionarias ocurre durante el periodo embrionario de la gestacion (< 45 dias) tanto
en bovinos de carne como de leche (Thatcher et al., 1994; Vanroose et al., 2000; Sreenan et
al., 2001).

Mediante la ultrasonografia y otros métodos para el diagnostico precoz de la prefiez,
varios investigadores han logrado caracterizar el momento y el alcance de las pérdidas
embrionarias tardias en el ganado. Humblot (2001) evaluo las pérdidas embrionarias en
vacas Holstein en 44 rebafios en Francia y observo que la muerte embrionaria temprana y
tardia después de la primera 1A fue 31,6 y 14,7%, respectivamente. La muerte embrionaria
tardia después del dia 27 de gestacion vario del 3,2% en vacas lecheras que producen 6000-
8000 kg de leche por afo en Irlanda (Silke et al., 2002) hasta al 42,7% en vacas de alta

produccidn bajo estrés por calor (Cartmill et al., 2001).

Debe mencionarse que en las vacas que presentaron mastitis subclinica grado dos
y grado tres no se realizaron cultivos bacterianos en leche, por lo tanto no se determing si la
pérdida de la gestacion estuvo relacionada por bacterias gram positivas, bacterias gram
negativas o0 una combinacién de ambas, sin embargo, el objetivo del estudio fue determinar
la asociacion y no factores causales. La mastitis causada por bacterias gram-negativas puede
causar bacteriemia en mas del 30% de los casos en las vacas afectadas (Wenz et al., 2001).
La pared celular de las bacterias Gram-positivas estd compuesta de muchas capas del
mucopeptido peptidoglicano (Salyers et al., 1994). Las bacterias gram-positivas no tienen
endotoxina, pero la presencia de estas bacterias en el tejido provoca una respuesta
inflamatoria que es idéntica a la provocada por las endotoxinas de las bacterias gram-
negativas (Salyers et al., 1994). Las bacterias gram -positivas en el torrente sanguineo
también pueden causar los mismos tipos de sintomas de shock séptico que las bacterias
gram-negativas (Salyers et al., 1994). Las mismas citoquinas provocadas por lipolisacaridos
(LPS) se liberan, y los mismos efectos fisioldgicos se observan (Salyers et al., 1994). Es
posible que fragmentos de peptidoglicano, acidos teicoicos o una combinacion de los dos
jueguen el mismo rol que LPS (Salyers et al., 1994). En conejos, la inyeccién de
peptidoglicano resultd en una respuesta pirética comparable a la provocada por la endotoxina
(Rotta et al., 1975).
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Las vacas que presentaron mastitis subclinica grado 2 entre los dias 30 y 60
postinseminacion, el 89 % perdieron la gestacion, mientras que en el mismo grupo de vacas
que presentaron mastitis subclinica grado 2 entre los 61 y 90 dias postinseminacion, el 50 %
de los vacas perdieron la gestacion. Las vacas que presentaron mastitis subclinica grado 3
entre los dias 30 y 60 postinseminacion, el 67 % de las vacas perdieron la gestacion, mientras
que vacas que presentaron mastitis subclinica grado 3 entre los 61 y 90 dias
postinseminacion, el 17% de los vacas perdieron la gestacion. Estos datos nos sugieren que
un gran porcentaje de vacas pierden la gestacion en la etapa embrionaria tardia cuando ocurre
un proceso infeccioso en la ubre alrededor de los dias 30 y 60 dias postinseminacion. Chebel
et al., 2004 observaron que las vacas en produccion que experimentaron mastitis clinica en
los primeros 45 dias después de la IA fueron 2.8 veces mas propensas a experimentar muerte
embrionaria tardia entre los 31 y 45 dias de gestacion. Schrick et al. (2001) indicaron que no
solo las vacas con mastitis clinica, sino también la mastitis subclinica se asocia con un mayor

riesgo de perdida de prefiez en el ganado.
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CAPITULO5
CONCLUSIONES

Los resultados de los experimentos confirman la asociacion entre mastitis subclinica
grado 2 y grado 3 con la pérdida temprana de gestacion durante los primeros 90 dias en
vacas lecheras Holstein en lactancia.

Se determind que vacas que tienen mastitis subclinica grado 2 y 3 tienen
respectivamente 2,24y 2,93 mas chances de tener pérdida de gestacion durante los primeros

90 dias postinseminacion.

La pérdida de gestacion general entre los 30 a 60 dias fue del 12 % y entre los 61 a
90 dias fue del 5 %.

La pérdida de gestaciones hasta el dia 90, fue del 14% en el grupo control (sin
mastitis) mientras que fue de 27% y 33% en las hembras que desarrollaron mastitis del grado

2y 3 respectivamente.

Dentro del grupo de vacas que perdieron la gestacion asociado a mastitis subclinica
grado 2 entre los 30 a 60 dias, el 89 % de vacas perdié la gestacion en este periodo, mientras
que las vacas que tuvieron mastitis subclinica grado 2 entre los 61 y 90 dias el 50 % de

vacas perdieron la gestacion.

Dentro del grupo de vacas que perdieron la gestacidn asociado a mastitis subclinica
grado 3 entre los 30 a 60 dias, el 67 % de vacas perdi0 la gestacion en este periodo, mientras
que las vacas que tuvieron mastitis subclinica grado 3 entre los 61 y 90 dias el 17 % de vacas
perdieron la gestacion.
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