DIAGNOSTICO DE CETOSIS
SUBCLINICA Y BALANCE
ENERGETICO NEGATIVO EN
VACAS LECHERAS

MEDIANTE EL USO DE MUESTRAS DE
SANGRE, ORINA Y LECHE

Autor/es: Luis Gabriel Cucunubo 1, Clarissa Strieder-Barboza 2 , Fernando Wittwer 3 y Mirela Noro 3*
1Departamento de Salud Animal, FMVZ, Universidad de Tolima, Ibagué, Colombia. 2Grupo de Investigacion en
Nutricion, Toxicologia y Reproduccién Animal, FMVZ, Universidad Cooperativa de Colombia, Bucaramanga,
Colombia. 3Inst. Cs. Clin. Vet, Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile, FMVZ

Resumen

El objetivo de este trabajo fue comparar y asociar la presentacion de cetosis
subclinica y balance energético negativo (BEN), diagnosticados mediante las
concentraciones de - hidroxibutirato (BHB) plasmatico, con indicadores sanguineos,
urinarios y lacteos de energia en vacas lecheras. Setenta y cuatro vacas Holstein-
Friesian fueron empleadas desde la tercera semana pre-parto hasta la octava
posparto, obteniéndose muestras de plasma, orina y leche semanalmente; en plasma
se determiné las concentraciones de BHB, acidos grasos no esterificados (NEFA) y
glucosa; en orina se realizo la prueba de Rothera y se determiné la excrecion de BHB
y el pH; en leche se determind el contenido de grasa y proteina. Se consideré como
puntos de corte para cetosis BHB >1,0 >1,2 y >1,4 mmol/L y para la presentacién de
BEN cuando NEFA >300 pmol/L en preparto y BHB >0,6 mmol/L en el posparto. La
intensidad de la reaccion de la prueba de Rothera y la concentracion de BHB urinario
se relacionaron con las concentraciones de BHB plasmatico (r=0,57, P<0,05 y r=
0,42, P<0,05, respectivamente). La prueba de Rothera se asocidé con los distintos
puntos de corte de cetosis (P<0,05), asi como con BEN (P<0,05). La concentracion
plasmatica de BHB present6 una asociacion leve (P<0,05) con NEFA y glucosa y nula
(P>0,05) con los indicadores lacteos y el pH urinario. Se concluye que las reacciones

leve y moderada de la prueba de Rothera en orina son indicadores de BEN, mientras



que las reacciones moderada e intensa son indicadoras de cetosis subclinica.
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INTRODUCCION

Las vacas lecheras (Bos taurus), desde el periodo preparto hasta la octava semana
posparto presentan balance energético negativo (BEN) debido a la disminucion del
consumo de materia seca en el preparto y al incremento en la demanda energé- tica
para la produccion de leche en el posparto, que conlleva a una movilizacion lipidica
para suplir sus requerimientos energéticos [11]. La movilizacion lipidica incrementa la
concentracién plasmatica de los acidos grasos no esterificados (NEFA), los cuales
son trasportados al higado para su esterificacion o produccion de triacilgliceroles. Sin
embargo, esta asociado a una mayor demanda de oxalacetato para Ia
gluconeogénesis durante el BEN, hay un mayor ingreso de NEFA a la mitocondria
para producir cuerpos cetonicos, B-hidroxibutirato (BHB), acetoacetato (AcAc) y
acetona (Ac), los cuales son una fuente de energia en los bovinos adultos. A su vez,
cuando su produccion excede la capacidad del organismo para utilizarlos, sus

concentraciones se incrementan produciendo cetosis [17].

La cetosis es una enfermedad metabdlica que afecta principalmente a vacas lecheras
de alta produccion, entre la 2da y 8va semana posparto. Se caracteriza por
disminucion en la glucemia y aumento de la concentracion de los cuerpos cetonicos
en los tejidos y fluidos organicos [5]. La cetosis, en sus formas clinica y subclinica es
una de las enfermedades metabdlicas mas frecuentes en los rebafios lecheros
generando un impacto negativo debido al costo de tratamiento, merma en la
producciéon de leche y mayor incidencia de enfermedades y problemas reproductivos
[14].

La cetosis subclinica se caracteriza por presentar concentraciones plasmaticas de
BHB mayores a 1,4 mmol/L, sin signos clinicos aparentes, por lo cual pasa
desapercibida en los rebafos lecheros [3]. Se describe que, concentraciones
plasmaticas 21,2 mmol/L incrementan en 4,7 veces la presentacion de cetosis clinica
[22], y que concentraciones 21,0 mmol/L en la primera semana posparto reduce en

un 25% la tasa de prefiez en la primera inseminaciéon [26]. Por otro lado, las



concentraciones de BHB plasmatico 0,6 mmol/L son indicadoras de BEN en el rebafio
[27].

La determinacion de BHB plasmatico es considerada la prueba de oro para el
diagnostico de cetosis subclinica [3, 15]; a su vez, existen otras pruebas diagnosticas
como la de Rothera [3] que determina cuerpos cetdnicos mediante la reaccion de la
Ac y AcAc con nitroprusiato de sodio. La prueba de Rothera en muestras de leche
presenta una alta especificidad (98 al 100%) y una baja sensibilidad (5 al 44%), al
utilizar como punto de corte la concentracion de BHB plasmatico 1,4 mmol/L [9]; por
otro lado, utilizando muestras de orina con el mismo punto de corte, la misma prueba
presenta una especificidad de 96 a 99% y un incremento en la sensibilidad (49 a 76
%) [3].

El monitoreo del balance energético con la determinacién de la concentracion
plasmatica NEFA, es otra herramienta diagndstica de la movilizacion lipidica, desde el
preparto [25] y para predecir el riesgo de presentacion de cetosis subclinica [15], visto
que concentraciones de NEFA mayores a 300 umol/L en el preparto incrementan la
presentacion de cetosis en 3,6% [15]. Por otro lado, la determinacién de la glucemia
es otra forma de monitorear el BEN pero su sensibilidad es baja al presentar un fuerte
control homeostatico hormonal, el cual mantiene sus concentraciones sin cambios

marcados [11].

La composicidén grasa y de proteinas de la leche, asi como su razén (contenido de
grasa: proteina, G:P lactea) son también indicadores del metabolismo energético [14].
La razon 6ptima G:P lactea varia de 1,0 a 1,25; vacas con valores de G:P lactea

superiores a 1,5 al inicio de lactancia presentan mayor riesgo de cetosis [6].

El objetivo de este trabajo fue comparar y asociar la presentacion de cetosis
subclinica y BEN, diagnosticados mediante las concentraciones de BHB plasmatico,

con indicadores sanguineos, urinarios y lacteos de energia en vacas lecheras.

MATERIALES Y METODOS

Animales. Se utilizaron cincuenta y seis vacas multiparas y dieciocho primiparas
Holstein-Friesian, desde la 3ra semana preparto hasta la 8va semana posparto, con

partos distribuidos entre los meses de marzo a octubre del 2010. Los animales eran



parte del rebafio lechero de la unidad de predios experimentales de la Universidad
Austral de Chile, ubicado en Valdivia, Region de los Rios, Chile (39°48'30” LS y
73°14’30” LO), a una altura de 12 m.s.n.m, clima templado humedo con influencia
mediterranea, con una temperatura media anual de 12°C y una precipitacion de 1.871

mm anual [4].

Dieta y manejo. En el preparto, las vacas se alimentaron en base a pastoreo de
forraje verde (Lolium perenne) con una oferta maxima de 10 kg/MS/vaca/dia (d),
ademas de 2,5 kg/vaca/d de concentrado peletizado (afrecho de trigo [Triticum
aestivum], melaza [Saccharum L.], lupino [Lupinus albus], maiz molido [Zea mays] y
afrecho de raps [Brassica napus], 87% materia seca (MS), 18% proteina bruta (PB), 3
Mcal/kg energia metabolizable (EM), 25% fibra en detergente acido (FDA)), 6
kg/vaca/d de heno (85,5% MS, 12,7% PB, 1,93 Mcallkg EM, 50,7% fibra en
detergente neutro (FDN), 33,5% FDA) y 600 g/vaca/d de una mezcla mineral con

sales anidnicas (2,5%), suministrada 2 veces al d.

En el periodo de otofio e invierno, las vacas posparto pastorearon una pradera de
Lolium perene (18,4% MS, 25,6% PB, 2,7 Mcal’lkg EM, 41,2% FDN, 25,7% FDA,
2,7% extrato etéreo (EE), 10,2% cenizas totales (CT) 18,2 g/kg carbohidratos
solubles (CHSO)) con una oferta aproximada de 17 kg MS/vacal/d y recibieron 35
kg/vaca/d de ensilaje de Lolium perenne (44,1% MS, 9,5% PB, 2,32 Mcal/kg EM
62,4% FDN, 38,3% FDA), ademas de 2 kg/vaca/d de torta de rap (90% MS, 34,5%
PB, 3,25 Mcal/kg EM, 26,3% FDN,12,3% EE), 5 kg/vaca/d de maiz humedo (70%
MS, 7,7 PB, 3,52 Mcal/kg EM 10,8% FDN, 3% FDA), y 600 g de mezcla mineral con
afrechillo de trigo en el patio de alimentacién. En el periodo de primavera se ofertd
aproximadamente 25 kg MS/vaca/d de Lolium perene (19,2% MS, 18,2% PB, 2,85
Mcal/kg EM, 38,8% FDN, 23,4% FDA, 2,4 % EE, 6,7% CT, 25,5 g/kg CHSO), mas 3
kg/vacal/d de concentrado peletizado (86,7% MS, 14,1% PB, 2,98 Mcal/kg EM, 16,2%
FDA, 5,2% FDA, 1,4% EE, 5,28 CT). Las vacas tuvieron libre acceso al agua y eran

ordenadas 2 veces al d.

Muestreos y analisis. Semanalmente, desde la 3ra semana previa al parto hasta la
8va semana posparto se obtuvieron de cada vaca, muestras de orina (n= 800) por
medio de estimulacion subvulvar y de sangre heparinizada (n= 870) por puncion de la
vena coccigea, ademas de registrar la condicion corporal (1,0= vaca flaca; 5,0= vaca

obesa) [8]. En las muestras de orina se determind, inmediatamente de las obtenidas



el valor de pH mediante un pHmetro portatil (Checker 3, Hanna Instruments®, EUA)
calibrado con solucion buffer 9,0; 7,0 y 4,0; posteriormente se realizé la prueba de
Rothera (0,2 mL de orina con 300 mg de reactivo Rothera) y se califico la intensidad
de la reaccion como negativa (sin cambio de color); leve (color lila); moderada (color
morado leve) e intensa (morado fuerte) (FIG. 1). Una alicuota de 1 mL de orina se
centrifugd (Spectrafuge FM, Labnet International inc., EUA) a 14.300 g durante 5
minutos (min) y el sobrenadante se congelé a -20°C (Freezer 420, Consul®, CFC
Free, Brasil) en microtubos, para posteriormente determinar la concentracion de fHB
(Ranbut®, Randox). Otra alicuota de las muestras de orina se diluyd en agua
destilada (1:50) para determinar las concentraciones de creatinina (Human®) para el
calculo de la excrecion urinaria de BHB corregida por creatinina (concentracion de

BHB urinaria/ concentracion de creatinina urinaria).

Las muestras de sangre se centrifugaron a 780 g durante 5 min (Centra CL3E,
Thermo IEG, EUA), para la determinacion de las concentraciones plasmaticas de
BHB (Ranbut®, Randox), NEFA (Wako®) y glucosa (Human®) en un autoanalizador
Metrolab 2300® (Wierner Lab, Argentina).

FIGURA 1. INTENSIDADES DE LA REACCION A LA PRUEBA DE ROTHERAEN
ORINA DE VACAS LECHERAS.

En el posparto se obtuvieron semanalmente muestras de leche (n=1.108) de los
ordefios de la mafana y tarde, mediante sistema Waikato de 42 kg (Mk V Milk Meter,
Waikato® Milking Systems Ltd., Hamilton, Nueva Zelanda). En las muestras de leche
se determinaron las concentraciones de grasa, proteina y urea mediante el Milko-

Scan System 4300 (Foss Electric, Dinamarca), se calcul6 el porcentaje de grasa y



proteina diaria de cada vaca proporcional a la produccion lactea de cada ordefio,
obteniendo 554 valores. Los resultados de proteina verdadera se calcularon
sustrayendo el porcentaje correspondiente a la urea lactea (proteina corregida=
proteina lactea-[urea lactea en g/dL x 2,88]). Ademas se calculé la razén entre grasa

y proteina lactea (G: P) y la razdn entre grasa y la proteina corregida (G: P corregida).

Diagnédstico de cetosis y de BEN. Para el diagndstico de cetosis subclinica se
utilizaron tres puntos de corte en base a las concentraciones plasmaticas de BHB de
1,0 [26]; 1,2 [22] y 1,4 mmol/L [3] y como indicador de movilizacion lipidica y de BEN
se empleé la concentracion de NEFA >400 mmol/L en el preparto y las
concentraciones de BHB > 0,6 mmol/L [27] o de NEFA de > 700 pymol/L en el posparto
[15].

Analisis estadistico. Para la presentacion de cetosis subclinica y BEN se
consideraron como unidad a las vacas, mientras que para los analisis de asociaciéon y
factores de riesgo de cetosis y BEN se consideraron las muestras. Los datos se
analizaron por periodo preparto y posparto separadamente y en conjunto mediante el
programa estadistico Statistix 8.0 [23]. Se evaluo la normalidad de los datos mediante
la prueba de Shapiro-Wilk y la homocedasticidad por la prueba de Bartlett [21]. Se
compararon mediante ANDEVA (Yi=u+Ci + i; donde py= media general, Ci= condicion
[cetosis subclinica o BEN], i= error experimental) o Kruskall Wallis las variables
parameétricas y no paramétricas, respectivamente [20]. Se empled el coeficiente de
correlacion de Pearson [19] entre las variables paramétricas y se ajustaron los
modelos para determinar la relacién del BHB plasmatico con otras variables (TABLA
l), se compararon proporciones por medio de Ji-cuadrado entre la presentacion de
cetosis subclinica y BEN con los indicadores lacteos [% de grasa (>4,1), % proteina
(<2,8), G:P (>1,5) y G:P corregida (1,5) [6], urinarios [reaccion a la prueba de Rothera
(leve, moderada, intensa) y la excrecion de BHB (>0,1 mmol/L)], y plasmaticos
[hiperglucemia (>4,1 mmol/L), hipoglucemia (<2,5 mmol/L), NEFA (preparto >300,
>400, posparto >700 umol/L) [16]; en aquellos significativos (P<0,05) se determind la
razon de probabilidad (OR) y se realizé un analisis de concordancia mediante indice
de Kappa en el programa MedCalc 11.6.1.0 [13]. Se utilizé un nivel de significancia
del 95%.



RESULTADOS Y DISCUSION

Presentacion de BEN y cetosis subclinica. La mayor frecuencia de casos de BEN
se observo en la primera semana posparto (47,3%), de igual manera, el mayor
porcentaje de vacas con cetosis subclinica se observo en el posparto, siendo mas
frecuente para los tres puntos de corte 21,4 21,2 21,0 y mmol/L en la segunda
semana (10,8; 14,8; 21,6 %, respectivamente) (FIG. 2). El 24,3% de las vacas
presentaron cetosis en semanas sucesivas con BHB 21,4 mmol/L; 36,5% con 21,2
mmol/L y 43,2% con 21,0 mmol/L. Otros es tudios también indican una mayor
presentacion de cetosis subclinica en la segunda, tercera y sexta semana posparto
[7, 9], lo cual se asocia con la disminucion en el consumo de alimento y al incremento

en la produccion lactea en las primeras semanas posparto [18].

TABLA | RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE BHB PLASMATICO Y DE LA
REACCION A LA PRUEBA DE ROTHERA EN ORINA CON INDICADORES
URINARIOS, SANGUINEOS Y LACTEOS DEL BALANCE ENERGETICO

Variable (X) Variable (Y) N pendiente r % Modelo
BHB plasma Rothera en orina 800 1,00 0,57 321 Cuadrado Y
FHB urinario 796 0,70 042 18,2 Cuadrado doble
pH orina 810 0,10 0,10 11 Doble inverso
pH orina preparto 193 0,11 0,06 043 Doble inverso
pH orina posparto 587 0,02 0,04 0,19 Doble inverso
NEFA 870 71,66 0,18 3,26 Logaritmo de X
Glucosa 870 -0,19 0,23 5,29 Inversa Y cuadrado X
G:P lictea 554 0,02 0,08 0.67 Raiz’ de X
G:P corregida lactea 554 0,03 0,09 0,95 Raiz® de X
% grasa 554 0,07 0,07 0,45 Cuadradode Y
% proteina lactea 554 -0,06 0,04 0,18 Inversa Y log X
% proteina corregida 554 -0,03 0,07 0.53 Inversa Y log X
Rothera orina  fHB urinario 768 0,18 0,31 9,99 Raiz® de X-cuadrado X
pH orina 781 0,002 -0,04 0,16 Inversa Y cuadrado X
pH orina preparto 174 0,28 0,25 6,56 Cuadrado Y
pH orina posparto 539 -0,02 0,06 047 Cuadrado Y raiz cuadrada X
NEFA 800 38,83 0,19 38 Cuadrado X
Glucosa 800 -0,10 0,24 5,88 Log Y cuadrado X
G:P lactea 530 0,03 0,20 4,08 Inversa Y raiz cuadrada de X
G:P corregido lactea 530 0,032 0,21 4,65 Inversa Y raiz cuadrada de X
% grasa lactea 530 0,07 0,15 2,19 Raiz* doble
% proteina lactea 530 -0,021 0,09 0,85 Inversa Y raiz cuadrada de X

% proteina corregida 530 -0,02 0,12 14 Inversa Y raiz cuadrada de X




il o212 a1 =206

»JJJJ,4@44444

semanas de parto

g &£ 2 2

* devacas
~
=

-
L

FIGURA 2. PORCENTAJE DE VACAS DIAGNOSTICADAS
CON CETOSIS SUBCLINICA PARA LOS PUNTOS DE COR-
TE DE 1,4 (m), 1,2 (00), 1,0 mmol/L (m) DE SOH BUTIRATO
PLASMATICO Y BALANCE ENERGETICO NEGATIVO (SOH
BUTIRATO >0,6 mmol/L, ) DESDE LA TERCERA SEMANA
PREPARTO HASTA LA OCTAVA SEMANA POSPARTO.

Relaciéon entre las concentraciones de BHB con indicadores energéticos
sanguineos, urinarios y lacteos. La concentraciéon de BHB plasmatico se relacioné
levemente con la reaccion positiva a la prueba de Rothera que refleja la presencia de
AcAc y Ac en la orina (r= 0,57; P<0,05) y con la excrecion urinaria de BHB (r= 0,42;
P<0,05), sin embargo, no se asocio con los otros indicadores sanguineos, lacteos y
urinarios (TABLA 1). Por otro lado, la prueba de Rothera en orina presentd una
asociacion leve con la excrecion de BHB urinario, lo que difiere con la alta correlacién
(r= 0,85) observada en otro estudio [2]. La diferencia observada entre las excreciones
urinarias de BHB con las de AcAc y acetona estaria asociada a las diferentes vias
metabdlicas de los tres cuerpos cetdnicos, siendo el BHB utilizado para la sintesis de
la leche y no necesariamente excretado en su totalidad por el rifidn [5]; cuando la
concentraciéon plasmatica de BHB se incrementa, también lo hacen las
concentraciones de AcAc y Ac plasmaticos (r= 0,71 y 0,53, respectivamente) [7]. A su
vez, el incremento de las concentraciones de cuerpos cetdnicos en sangre conlleva a
un aumento en su excrecion urinaria, por lo que la determinacién de cuerpos

cetdnicos en orina puede ser empleado para el diagndstico de cetosis subclinica [2].

Si bien no se observé asociacién entre las concentraciones de BHB plasmatico con
indicadores lacteos, se describe que en los casos de cetosis subclinica el contenido
de grasa lactea se incrementa y el de proteina lactea disminuye, asociados a la
deficiencia de energia, que culmina en un incremento de la G:P lactea, asociacion

que no siempre se presenta [6].

Tampoco se observd asociacion entre las concentraciones de BHB plasmatico y

Rothera en orina con el pH urinario (TABLA 1), divergiendo de otro estudio que



observo una leve asociacion entre pH urinario y BHB plasmatico (r= 0,50) asi como
con AcAc urinario (r= 0,65) [2]. Se describe que la cetosis origina una cetoacidosis,
por lo que en casos de cetosis subcli- nica el pH urinario disminuiria, sin embargo

siendo su asociacion débil no es util como indicador de cetosis subclinica [2].

Se encontrd una relacion negativa leve de la glucemia con el resultado de Rothera en
orina y la concentracién plasmatica de BHB (TABLA I). También se observd una
relacion leve entre la concentracion plasmatica de NEFA con el resultado de Rothera
en orina (TABLA I). Si bien el BEN y la cetosis se originan por déficit de energia, la
glucemia tiene un fuerte control homeostatico hormonal que mantiene su
concentracion en el organismo dentro de limites fisiologicos estrechos, por lo que no

es muy sensible como criterio diagnodstico en los casos de cetosis subclinica [1].

Indicadores sanguineos, lacteos, urinarios y cambios de la condiciéon corporal
en vacas con BEN y cetosis. El cambio de la condicién corporal fue similar entre las
vacas con y sin BEN o con y sin cetosis subclinica considerando los puntos de corte
de BHB plasmatico 21,4- 21,2 asi como entre las distintas reacciones a la prueba de
Rothera. Sin embargo, cuando se empleé como punto de corte BHB plasmatico 21,0
mmol/L, se observé una mayor pérdida de condicién corporal en vacas positivas a

cetosis (TABLA Il), concordando con lo observado en otro estudio [10].

TABLA Il VALORES (x + DE) DEL CAMBIO DE CONDICION CORPORAL (ACC) Y
DE INDICADORES SANGUINEOS Y URINARIOS DEL BALANCE ENERGETICO EN
VACAS LECHERAS CON BALANCE ENERGETICO NEGATIVO (BHB>0,6 mmol/L) Y

CON TRES PUNTOS DE CORTE PARA CETOSIS SUBCLINICA (BHB >1,0; >1,2 Y

>1,4 mmol/L)
fHB N ACC Glucosa NEFA PHB urinario#t PH
mmol/L mmol/L ymolL mmolL urinario
<06 518 0,04 £ 0,26 381205° 352 + 226° 0,05+ 0,27* 7.35+093
>0.6 278 0,031 0,26 3.68+0,6° 435 £ 274° 0,22 £ 1,94° 7491083
P 0,8100 0,0008 0,0000 0,0420 0,0560
<10 691 0,03 +0,26° 3,80+05° 370 + 245° 0,05+ 0,24* 7,40 0,91
>1,0 105 0,09 £ 0,25° 354+08° 449 + 244° 0,56 + 3,26° 7,38+ 092
P 0.0272 0.0000 0.0013 0.0000 0.8558
<12 722 0,03 0,26 379:06" 372 £ 246° 0,06 £ 0,34° 7,39 0,91
>1,.2 74 0,07 £ 0,24 353+08° 454 + 240° 0,61+3,86° 7,46 £0,85
P 0,2808 0.0002 0,0045 0,0231 0.600
<14 743 0,04 £ 0,26 3,78+06" 373 £ 245° 0,07 £ 0,34° 739091
>14 53 0,06 £ 0,23 353:09° 473 £ 246° 0,90 £ 4,68° 7453083

P 0.4879 0.0018 0,0029 0,0000 0.8102




La glucemia fue menor en las vacas con BEN y cetosis subclinica con los distintos
puntos de corte (TABLA Il), asi como en aquellas con reaccion intensa al Rothera
(TABLA Ill). Las muestras negativas a la prueba de Rothera presentaron glucemias
mas elevadas comparadas a las reaccionantes (leve, moderada e intensa) (P<0,05).
Por otro lado, la concentracion de NEFA plasmatico fue mayor (P<0,05) en las
muestras de vacas con BEN, cetosis subclinica (BHB plasmatico 21,4; 21,2 o0 21,0
mmol/L) (TABLA 1) y reaccionantes al Rothera (leve, moderada o intensa) (TABLA IlI).
A su vez, las concentraciones de NEFA fueron similares (P>0,05) entre las reacciones
intensa y moderada o entre las moderadas y leves del Rothera, compatibles con las

distintas magnitudes de BEN y lipomovilizacion [6].

La excrecion urinaria de BHB fue mayor en las vacas con BEN y cetosis subclinica
(BHB plasmatico =21,4; 21,2 y 21,0 mmol/L) (TABLA IlI), indicando que cuanto mayor
es la concentracion de cuerpos cetdonicos en sangre mayor es su excrecion en la
orina. De igual manera, las muestras con reaccion intensa a la prueba de Rothera
presentaron una mayor concentracion de BHB plasmatico, seguido por las con
reaccion moderada, leve y negativa, respectivamente (TABLA Ill). Este resultado
corrobora que la determinacion de los cuerpos cetdnicos en orina permite
diagnosticar la cetosis subclinica en vacas. Las muestras con reaccion intensa a la
prueba de Rothera presentaron una concentracion mayor de BHB urinario, mientras
que aquellas con reacciones negativas y leves presentaron concentraciones similares
(TABLA1II).

TABLA Il VALORES (x = DE) DE INDICADORES SANGUINEOS, LACTEOS Y
URINARIOS DE BALANCE ENERGETICO EN VACAS LECHERAS SEGUN SU
REACCION A LA PRUEBA DE ROTHERA EN ORINA



Negativo Leve Moderado Intenso Valor P
Plasma, n= 642 95 26 37 -
fHB plasma mmol/L 0,53 £0,33* 0,64 £ 0,40° 0,99 £ 0,50° 1,90 £ 1,55° 0,0000
NEFA plasma pmol/L 35922307 443+ 304° 467 £ 253 % 557 327 ¢ 0,0000
Glucemia mmol/L 3,84 £0,54° 3,68 0,58° 3,56 ¢ 1,06 3,26 + 0,60° 0,0000
Leche, n= 427 60 16 27 -
GP 1,12:0,19° 1,17 £ 0,22 127£0,27° 1,17 £0,18%® 0,0023
G:P corregido 1,15:0,21° 1,22:0,23° 1,32:0,28° 1,22 £0,20® 0,0009
Grasa lactea % 3481 0,59° 367:073" 3,77+0,73% 3,60 £ 0,80® 0,0215
Proteina lactea % 3,13:0,32 3,13:033 3,00+ 0,29 3,07 40,32 0,3624
Proteina lactea corregida % 3,03+032 3,02+0,33 2,89+0,28 2,94 +0,31 0,1855
Orina, n= 614 92 26 36 -
JHB orina pmoliL 109+430° 105 + 247 467 + 746" 1270 + 3642 € 0,0000

TABLA IV COMPOSICION PORCENTUAL (x + DE) DE MUESTRAS DE LECHE DE

VACAS CON BEN (BHB >0,6 mmol/L) Y CON TRES PUNTOS DE CORTE PARA
CETOSIS SUBCLINICA (>1,0; >1,2 Y >1,4 mmol/L)

% Proteina

G:P corregido

pHB N % grasa % proteina GP
(mmolL) corregida

<06 352 347 +0,56 3,1320.30 3,03+031 1112017 1,15+0,19
>0,6 202 3592070 3,10:£0.33 2992033 1162023 1.22025
P 0,0405 0,3717 0,0520 0,0077 0,0023
<10 484 350061 3,122 0,32 3.02+032 1122020 1,16 20,21
>1,0 70 360069 3,08+0,26 296026 1,17£0,20 1,22+ 0,21
P 0,2135 0,2070 0,0955 0,0546 0.0449
<12 504 3512061 3,122 0,32 3.02+032 1132020 1,162 0,21
>1,2 50 3552068 3072025 296:026 1,1520,19 1,20+ 0,20
P 0,6583 0,2989 01771 04018 0.3021
<14 516 3,50+0,62 3,100,110 3,0020,32 1132020 1,16+ 0,21
>14 38 364067 307025 395:026 1,19+£0,19 1,23+0,20
P 0.1895 0.3615 0,2600 0.0911 0.0354

Los valores de pH urinario fueron similares (P>0,05) entre vacas negativas o positivas
a BEN o cetosis subclinica con los tres puntos de corte (TABLA Il) sefalando su nula

utilidad en el diagnéstico de estas alteraciones.

Con referencia a los resultados obtenidos de los indicadores lacteos se observo que
los porcentajes de grasa, protei- na y proteina corregida, asi como la razéon G:P
fueron similares entre las muestras negativas y positivas a cetosis subclinica,
independiente del punto de corte (TABLA IV) o el resultado a la prueba de Rothera
(TABLA 11l). Las vacas con BEN presentaron un porcentaje de grasa y de razon G:P
mayor que las negativas (TABLA V). Por otro lado, la razén G:P corregida fue mayor

en las muestras de las vacas con BEN o cetosis subclinica con puntos de corte de



BHB plasmatico 21,0 mmol/L o 1,4 mmol/L (TABLA IV). La razon G:P y GP corregida
fue mayor en vacas con reaccibn moderada a la prueba de Rothera en orina
comparado con las de reaccion negativa (TABLA Ill). Al respecto se describe que la
composicion de la leche esta influenciada principalmente por la dieta que recibe el
animal, de forma que vacas con cetosis subclinica incrementan su contenido de
grasa [5, 24], y el déficit de energia en la dieta disminuye el de proteina [5]. El
incremento en la razén G:P es un indicador de la presentacion de cetosis subclinica,
pero presenta una baja especificidad y sensibilidad (58 y 69%, respectivamente) [5],
es asi que en vacas Holstein en las primeras tres semanas posparto se ha observado

una razon G: P>1,25 posiblemente asociada al BEN [5].

Asociacion entre los puntos de corte criticos de indicadores sanguineos y
urinarios y la presentacion de cetosis subclinica en el pre y posparto. En el
preparto, las concentraciones de NEFA >300 y >400 pmol/L incrementaron el riesgo
de BEN en 1,55 y 1,71 veces, respectivamente. El NEFA es un indicador preparto de
BEN y se ha encontrado que vacas con concentraciones >300 pmol/L, disminuyen la
produccion lactea en 282 kg de leche en 305 dias de lactancia (0,92 L/dia) [15], lo
que puede deberse al BEN y cetosis en el posparto. Por otro lado, concentraciones
plasmaticas de NEFA >700 umol/L posparto fue un factor de riesgo en la presentacion
de cetosis subclinica y la presentacion de BEN (TABLA V). ElI NEFA refleja la
movilizacion lipidica, y esta se puede originar por BEN [11]; se ha sugerido
concentraciones plasmaticas de NEFA >260 pmol/L como criticas para la

presentacion de cetosis subclinica [1].

Por otro lado, en el posparto, las vacas que excretaron cuerpos cetonicos en orina ya
sea BHB, AcAc o Ac (reaccion leve modera e intensa a la prueba de Rothera)
presentaron una asociacion con la presentacion de BEN (TABLA V). Cuanto mas
fuerte fue la reaccién a la prueba de Rothera mayor fue su asociacién con la
presentacion de cetosis subclinica. Al respecto, la prueba de Rothera en orina es
utilizada normalmente como prueba diagndstica para la determinacion de cetosis
subclinica [3, 12], con sensibilidad y especificidad de 78 y 96%, respectivamente,
utilizando como punto de corte o prueba de oro concentraciones plasmaticas de BHB
>1,4 mmol/L [3].

TABLA V VALOR DE RAZON DE PROBABILIDAD (OR) E iNDICE DE



CONCORDANCIA (KAPPA) EN LA PRESENTACION DE BEN (BHB >0,6 mmol/L) Y
CETOSIS SUBCLINICA CONSIDERANDO TRES PUNTOS DE CORTE (BHB >1,0;
>1,2'Y >1,4 mmol/L) EN VACAS POSPARTO Y LOS VALORES CRITICOS DE
INDICADORES SANGUINEOS Y URINARIOS

Condicién Valor critico N Ji cuadrado Kappa OR ICOR
BEN Rothera leve 590 <0,001 0,322 243 202-294
Rothera moderado 590 <0,001 0,261 2,83 242-332
Rothera intenso 590 <0,001 0,166 2,66 146-5,55
GP corregida leche 554 0,006 0,006 1,71 125-234
Hiperglucemia 622 0,002 -0,116 0,71 0,53-0,91
NEFA > 400 pmol/L 622 0,016 0,087 1.26 103-154
NEFA > 700 pmol/L 622 0,001 0,092 1,61 125-2,07
SHB orina > 10 pmol/L 582 0,001 0,134 1,57 1,26-196
fHB=10 Rothera leve 590 <0,001 0,360 591 387-898
Rothera moderado 590 <0,001 0,524 949 6,61-136
Rothera intenso 590 <0,001 0474 949 6,91-13,0
Hiperglucemia 622 0,005 -0,095 0,50 0,29-0,86
NEFA > 400 pmol/L 622 0,014 0,068 1,60 1,07-239
NEFA > 700 pmol/L 622 0,002 0,127 225 1,40-3.61
fHB orina > 10 ymol/L 582 0,002 0,094 1,96 1,27-3,03
fHB=12 Rothera leve 590 <0,001 0,246 4,91 297-8,12
Rothera moderado 590 <0,001 0,423 9,00 568-143
Rothera intenso 590 <0,001 0,449 10,58 6,91-16,2
Hiperglucemia 622 0,003 -0,063 0,55 0,30-1,03
NEFA > 400 pmol/L 622 0,005 0,068 1,94 1,18-3,17
NEFA >700 pmol/lL 622 0,046 0,08 1,90 1,02-3,55
fHB orina > 10 pmol/lL 582 0,040 0,051 284 1,45-5,55
pHB=14 Rothera leve 590 <0,001 0,246 7.57 402-14.2
Rothera moderado 590 <0,001 0,418 1217 691-215
Rothera intenso 590 <0,001 0,494 15,39 9,15-259
NEFA > 400 pmol/L 622 0,037 0,044 1,73 0,99-3.30
NEFA >700 pmolL 622 0,046 0,080 1,90 1,17-4,52
SHB orina > 10 pmol/lL 582 0,001 0,074 284 145-555

La hipoglucemia (<2,5mmol/L) en el posparto no se asocié con la presentacion de
BEN vy cetosis subclinica; a su vez la hiperglucemia (>4,1 mmol/L) fue un factor de
proteccién para la presentacion de BEN y BHB >1,0 mmol/L, pero no para BHB >1,2 6
1,4 mmol/L (TABLA V). Segun Ardavan [1], el punto de corte de la glucemia para el
diagnostico de cetosis es de <2,26 mmol/L, con una sensibilidad del 44,4% y una
especificidad de 78,4%.

CONCLUSIONES

La prueba de Rothera en orina de vacas lecheras se asocié con la presentacion de



BEN y cetosis subclinica, siendo las reacciones leve y moderada indicadora de BEN y
la intensa de cetosis subclinica. La composicién grasa y de proteinas de la leche, el
pH urinario y los cambios de condicién corporal no son buenos indicadores de BEN y
de cetosis subclinica. La glucemia y NEFA plasmatico presentan una buena relacion

con BHB plasmatico y con la prueba de Rothera en orina.
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