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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 posteriores al servicio en
vacas lecheras Holstein. La investigacion se realizd en una
explotacion lechera ubicada en Ecuador, provincia de Pichincha,
canton Mejia. Para el estudio se analizaron los datos de 619 vacas
durante el periodo de octubre de 2015 hasta octubre de 2016. Se
utilizaron tres grupos experimentales clasificados por la severidad
de mastitis subclinica diagnosticada por California Mastitis Test
(CMT). El Grupo control (CMT 0) vacas que no presentaron mastitis
subclinica hasta los 90 dias posteriores a la inseminacion artificial
(IA). El grupo CMT T-1, vacas diagnosticadas con mastitis
subclinica grado trazas y grado 1 hasta los 90 dias posteriores a la
|A'y el grupo CMT 2-3, vacas que presentaron mastitis subclinica
grado 2 y 3 hasta los 90 dias posteriores a la IA. El diagnéstico de
gestacion se realizdé por ultrasonografia transrectal entre los 28 y
35 dias posteriores a la IA 'y se realizd un seguimiento ecografico a
los 60 y 90 dias de gestacion. Se encontr6 una pérdida de
gestacion entre los 30 a 60 dias del 12% y entre los 60 a 90 dias
del 5%. Con este resultado se evidencié una asociacién entre
mastitis subclinica grado 2 y 3 con la pérdida temprana de
gestacion (OR 2,6; p <0,01). Se postula que un proceso infeccioso
en la ubre posterior a la IA desencadenaria la liberacion de



mediadores inflamatorios como la prostaglandina F2a que
ocasionaria lisis del cuerpo luteo y pérdida de la gestacion. En
conclusion, las vacas que tienen mastitis subclinica de grado 2 y 3
tienen mayor riesgo de pérdida de gestacion durante los primeros
90 dias posteriores al servicio.
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1. Introduccién

La mastitis en los bovinos es la enfermedad infecto contagiosa de
la ubre, en la cual se produce un proceso inflamatorio por invasion
a través del canal del pezon de diferentes tipos de bacterias,
micoplasmas, hongos, levaduras y algunos virus. Las bacterias de
los géneros Streptococcus, Staphylococcus, Corynebacterium vy
algunos gérmenes Gram - son responsables de mas del 90 % de
las infecciones clinicas y subclinicas. Es la enfermedad mas comun
y costosa que afecta al ganado bovino lechero; hay numerosos
estudios que indican la importancia de l|la enfermedad,
principalmente por ocasionar pérdidas econdmicas y riesgos en la
salud publica (Philpot y Nikerson, 2002).

Su impacto principalmente es sobre el volumen y calidad de la
produccion, el bienestar animal y la reproduccion del hato (Hillerton
y Berry, 2005). La rentabilidad en la industria lechera depende de
entre varios factores de la eficiencia reproductiva. La tasa de
concepcion, la tasa de deteccion de celo y la pérdida de gestacion
estan entre los principales factores que determinan la eficiencia
reproductiva en hatos lecheros. Sin embargo, la pérdida de
gestacion puede tener efectos perjudiciales en el éxito econdmico
de los hatos lecheros. Se estima que por cada pérdida de
gestacion hay una pérdida promedio de USD $ 640 (?urmond et al.,
1990).

Los costos de la mastitis estan asociados principalmente a la
pérdida de leche, al aumento de las tasas de descarte y a los
costos de los tratamientos. Sin embargo, esta enfermedad también
afecta indirectamente el desempefo reproductivo en vacas
lecheras mediante la alteracion de los intervalos interestros, al
acortamiento de la fase lutea (lutedlisis prematura) y a las pérdidas
de gestacion (Moore et al., 1991).

Varios estudios han encontrado que la multiplicacién bacteriana, la
liberacion de endotoxinas y las exotoxinas estan implicadas en
la liberacion de mediadores inflamatorios, los cuales podrian
provocar una lutedlisis (Riollet et al., 2001). Se ha comprobado que



los mediadores inflamatorios como las prostaglandinas, histamina
leucotrienos y serotonina aumentan los casos de mastitis inducida
experimentalmente por medio de infusiones intravenosas de
endotoxinas de lipopolisacaridos (LPS) o por infusiones
intramamarias de endotoxina de Escherichia coli o de Salmonella
typhimurium (Blum et al., 2000; Waller et al., 2003). Ademas,
existen estudios que han demostrado la sintesis de
concentraciones luteoliticas de prostaglandinas después de una
infusion de endotoxinas o una septicemia por Gram-negativos. La
endotoxina de la Salmonella enteritidis intravenosa produce aborto
en ratones. Risco et al. (1999) concluyd que el uso de endotoxinas
bacterianas causa signos clinicos dosis-dependiente, variando de
fiebres transitoria a abortos 24 a 48 horas posteriores al desafio
intravenoso.

La mastitis causada por bacterias Gram negativas puede ocasionar
bacteriemia en mas del 30% de los casos en las vacas afectadas
(Wenz et al., 2001). Con respecto a las bacterias Gram positivas,
su pared celular esta compuesta de muchas capas de mucopeptido
peptidoglicano, no tienen endotoxina, pero su presencia en la
glandula mamaria provoca una respuesta inflamatoria que es
idéntica a la causada por las endotoxinas de las bacterias Gram
negativas (Salyers et al., 1994). Por lo tanto, es clara la informacion
que evidencia la influencia de la mastitis sobre las tasas de
concepcion, mortalidad embrionaria temprana y abortos (Risco et
al., 1999; Barker et al., 1998).

2. Materiales y métodos

Los experimentos se realizaron en una ganaderia privada que se
dedica a la produccion de leche bajo un sistema de produccién
semi-intensivo. Se encuentra ubicada en Ecuador, en la provincia
de Pichincha, cantdn Mejia, parroquia Tambillo; la hacienda esta a
una altitud de 2827 msnm, existe una temperatura media entre 10 y
25°C y una pluviosidad de 1157 mm anuales.

2.1 Factores de estudio

La explotacion ganadera cuenta con un promedio de 500 vacas de
raza Holstein en ordefio, con una produccion media de 24 litros
vaca/dia. Para el ensayo se analizaron los datos de 619 vacas. El
periodo de estudio fue realizado durante los meses de octubre del
ano 2015 hasta diciembre del 2016. Se consideraron vacas 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. Las vacas que presentaron
mastitis clinica mediante la prueba de CMT no fueron consideradas
en este estudio debido a que recibieron un tratamiento en base de
antiinflamatorios y antibioticos para controlar la infeccion de la ubre.
El diagndstico de mastitis subclinica fue realizado por el Médico
Veterinario de la finca ganadera, utilizando la prueba de campo
CMT al grupo de vacas en produccion una vez por mes durante el
tiempo que duro la investigacién. El protocolo para aplicar la
prueba fue el siguiente:

Para evitar falsos positivos se realizé el descarte de los primeros
chorros de leche de cada pezdn, posteriormente se ordefid en la
paleta 2 ml de leche, se anadié una cantidad equivalente de
reactivo, se agitdo para mezclar la leche con el reactivo y se realizé
la lectura: negativo, traza, uno, dos, tres (Zurita et al., 1982). La
prueba de CMT es una herramienta diagnostica de campo cuyo
fundamento consiste en que el detergente 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). El
grado mas elevado de inflamacion se caracteriza por liberar una
mayor concentracion de ADN, por lo tanto, el resultado y la
interpretacion sera una reaccion tipo gelatina (Smith, 1990; Saran y
Chaffer, 2000; Medina y Montaldo, 2003).

Para la interpretacion del grado de mastitis subclinica se utilizé la
clasificacion realizada por Ruiz (1996):

- Negativo: No hay precipitado por lo tanto no hay infeccion.

- Trazas (T): Existe ligera precipitacion que desaparece al
agitar, se forma un velo en el pocillo de la paleta.

- 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: La reaccion tiene una consistencia de coagulo que
se queda adherido a la paleta, cae muy lento y este no pierde
la forma a pesar de la agitacién, este grado corresponde a una
infeccion seria.



2.2 Diagnéstico de gestacion

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

2.3 Grupos Experimentales

2.3.1 Grupo Control

Vacas que fueron diagnosticadas como prenadas a los 30 dias
posteriores al servicio y que no presentaron mastitis mediante la
prueba de CMT hasta los 90 dias posteriores a la inseminacion
artificial (1A).

2.3.2. Grupo 1

Vacas que fueron diagnosticadas como prenadas a los 30 dias
posteriores al servicio y que presentaron mastitis subclinica grado
trazas y mastitis subclinica grado 1 mediante la prueba de CMT
hasta los 90 dias posteriores a la IA.

2.3.3. Grupo 2

Vacas que fueron diagnosticadas como prenadas a los 30 dias
posteriores del servicio y que presentaron mastitis subclinica grado
2 y mastitis subclinica grado 3 mediante la prueba de CMT hasta
los 90 dias posteriores a la |A.

2.4 Anadlisis 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 exposicidon presencia de mastitis
subclinica, se realizo la prueba Odds Ratio (OR) en el grupo 1 y en
el grupo 2, y el nivel de significancia se analiz6 mediante la prueba
de Chi cuadrado. La razon de oportunidades o razon de
probabilidades es una medida estadistica utilizada en estudios
epidemioldgicos transversales, de casos y controles, asi como en
los metaanalisis. Se define como la posibilidad de que una
condicién de salud o enfermedad se presente en un grupo de
poblacion animal frente al riesgo de que ocurra en otro.

3. Resultados

El OR para el grupo 1 fue de 0,94, y 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



perdida de gestacion. EI OR para el grupo 2 fue de 2,6 y al realizar
la prueba de Chi cuadrado se concluyé que hubo asociacion
altamente significativa entre la presencia de mastitis subclinica
grado 2 y grado 3 con la pérdida de gestacion (P < 0,01).
v v En la Tabla 1 se
Grado de Mastitis N Vacas con pérdida de gestacion  Vacas que mantienen la gestacion OR p valor
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con los resultados
de la prueba de 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 las vacas que
no presentan mastitis durante los primeros 90 dias post
inseminacion, 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 las vacas que no presentan mastitis durante los
primeros 90 dias post inseminacion.

3.1 Tasa de pérdida de gestacion

La mortalidad embrionaria en bovinos se refiere a las pérdidas que
ocurren durante los primeros 45 dias de gestacion que coincide con
la finalizacion del periodo de diferenciacion del embrion (Ayalon,
1978). Las pérdidas embrionarias a su vez pueden ser clasificadas
en mortalidad embrionaria temprana cuando ocurren dentro de los
25 dias, y mortalidad embrionaria tardia entre los 25 y 45 dias
(Humblot, 2001). Los términos muerte fetal o aborto se refieren a
las pérdidas que ocurren entre los 45 y los 260 dias de gestacion
(Forar et al., 1996). En la tabla 2 se muestran los resultados del
numero de vacas que perdieron la gestacion y que presentaron
mastitis subclinica durante los primeros 90 dias post inseminacion.
De un total de 103 vacas que perdieron la gestacion, 31 vacas
tuvieron cierto grado de infeccidon en la ubre lo que posiblemente
ocasiond la muerte embrionaria y fetal. El mayor porcentaje de
pérdida de gestacion se presentd en vacas con mastitis subclinica
grado 3.

La mayor cantidad de muertes embrionarias y fetales ocurrié entre
el dia 30 a 60 post inseminacion con un porcentaje del 12 %,



mientras que entre los

S R T dias 61 a 90 se registro el
S B e 5% de muerte fetal.
i i e o T Durante los primeros 90

dias post inseminacion
Porcentaje % de vacas con pérdida de gestacién segin lo:igf:;::j;z:isenvacﬂsIa(hemsHoLstenduvan(eiosprimyo&%d(as h a y u n a p é r d i d a
embrionaria y fetal total

del 17%, segun se muestra en la figura 1.

Dentro del grupo de vacas que
T e perdieron la gestacion
ocasionada por mastitis
subclinica grado 2 entre los 30

: I a 60 dias, el 89 % de vacas
perdio la gestacion en este

e pssss ey ey s PEM1000, MieNtras que las vacas
que tuvieron mastitis subclinica

grado 2 entre los 61 y 90 dias, el 50 % de las vacas perdieron la
gestacion.

En el grupo de vacas que
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ausenda de mastitis en vacas lecheras.

vacas perdio 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.

4. Discusioén

Los resultados obtenidos en esta investigacion confirman Ia
hipotesis planteada, es decir, que existe asociaciéon entre la mastitis
subclinica grado 2 y 3 con la pérdida de gestacion temprana
durante los primeros 90 dias de gestacion en vacas lecheras
Holstein.

En el grupo CMT 2-3 se encontré una asociacion con la pérdida de
gestacion durante los primeros 90 dias (OR = 2,6). La pérdida de
gestacion evidenciada en este grupo podria estar causada por la
regresion latea inducida por la liberacion de citoquinas como la
prostaglandina F2a, TNF-a, INF-y y/o el efecto de endotoxinas,



como el LPS (lipopolisacarido) y exotoxinas bacterianas sobre el
ovario, el utero y/ o el embrién (Hansen et al., 2004; Hertl et al.,
2014). La mortalidad embrionaria es considerada la principal causa
responsable del aumento en el intervalo entre partos en los bovinos
(?atcher et al., 1994; Vanroose et al., 2000; Sreenan et al., 2001).
Los resultados de la asociacion de vacas del grupo CMT 2-3 con la
pérdida de gestacion coinciden con el estudio de Moore (2005), en
el cual se analizd la asociacidon entre mastitis subclinica y el
mantenimiento de la gestacion. Las vacas que experimentaron
mastitis subclinica inmediatamente (LSCC > 4.5) antes de la IA
tenian 2,4 veces mas riesgo de perder la gestacion entre 28 y 35
dias después de la IA en comparaciéon con las vacas que tenian un
recuento lineal células somaticas menor a 4,5 (LSCC < 4.5; Moore
et al., 2005).

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 lactacion han aumentado en
los ultimos anos (Lucy, 2001). Varios investigadores han logrado
caracterizar el momento y el alcance de las pérdidas embrionarias
tardias en el ganado mediante la ultrasonografia y otros métodos
para el diagndstico precoz de la prefnez. Humblot (2001) evalud las
pérdidas embrionarias en vacas Holstein en 44 rebafios en Francia
y observé que la muerte embrionaria temprana y tardia después de
la primera |IA fue 31,6 y 14,7%, respectivamente. La muerte
embrionaria tardia después del dia 27 de gestacion varié del 3,2%
en vacas lecheras que producen 6000-8000 kg de leche por afio en
Irlanda (Silke et al., 2002) hasta al 42,7% en vacas de alta
produccion bajo estrés por calor (Cartmill et al., 2001).

Estos resultados coinciden con el estudio que realizé McDougall et
al. (2005), en el cual se evidencié la preponderancia y los factores
de riesgo relacionados con las pérdidas de gestacion en vacas
lecheras en lactancia alimentadas a pastura en Nueva Zelanda. Un
total de 2004 vacas gestantes participaron en el estudio y 128
animales (6,4 %) perdieron la gestacion. La tasa de pérdida de
prefiez fue mayor entre las semanas 6 a 10 de gestacion que entre
las semanas 10 a 14. De igual forma Santos et al. (2004)
resumieron informacién de varios estudios y concluyeron que el
riesgo de pérdida de prefiez era mucho mayor al comienzo de la
gestacion que hacia el final.



5. 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 de gestacion en vacas
lecheras Holstein en lactacion. La pérdida de gestacion fue mayor
entre los 30 a 60 dias que entre los 61 a 90 dias de gestacion.

Se determind que las vacas que tienen mastitis subclinica grado 2
y 3 tienen 2,24 y 2,93, respectivamente, mas probabilidades de
perder la gestacion durante los primeros 90 dias post inseminacion.
La pérdida de gestacion general entre los 30 a 60 dias fue del 12 %

y entre los 61 a 90 dias fue del 5 %.
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