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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar los
niveles B-hidroxibutirato, en vacas lecheras Holstein de alta produccion
entre 0 y 45 dias post parto, dividiéndolos en dos categorias, primiparas y
multiparas de acuerdo a su etapa de lactacién, en el primer y segundo
grupo comprenden vacas en subgrupos; entre 0 a 15 dpp, el segundo
entre 16 a 30 dpp y el tercero entre 31 a 45 dpp. Utilizando el método
Ranbut en el Establo los Rosales de Agricola Pampa Baja de la irrigacion
de Majes. Se utilizaron 10 vacas por cada subgrupo, las cuales fueron
muestreadas, se les tomaron muestras de sangre de la vena caudal, para
luego ser colocadas con el reactivo Ranbut y mediante fotocolorimetria, se
realiz6 finalmente su lectura. Los resultados de los niveles de B-
Hidroxibutirato en sangre se evaluaron segun los siguientes pardmetros:
Cetosis Clinica (2.9 mmol/L), Cetosis Subclinica (1.2 — 2.9 mmol/L) y
Normal (< 1.2 mmol/L). Se encontraron niveles de B-Hidroxibutirato para el
primer grupo Primiparas; de 0.324 mmol/L (0-15 dpp), 0.330 mmol/L (16 -
30 dpp), 0.289 mmol/L (31 — 45 dpp) y para el segundo grupo Multiparas;
de 0.265 mmol/L (0-15 dpp), 0.360 mmol/L (16 - 30 dpp), 0.408 mmol/L (31
— 45 dpp). Luego de ser evaluadas las muestras se observa si hay relacion
entre el nimero de partos y los dias de lactacion, para lo cual se utilizé
una prueba de t, la cual nos indicé que no existe una relacion significativa,
tanto para el numero de partos como para los dias en lactacion. En tanto si
hablamos del total de las muestras tomadas para el total de los grupos, la
Cetosis Subclinica representa el 5%. No se encontré asociacion
estadistica (p > 0.05) entre los dias post parto (estado de lactacion), y la
ausencia o presencia de la enfermedad, al evaluar los niveles segun el
namero de partos tampoco se encontré asociacion estadistica (p < 0.05)
entre los numeros de partos y la presencia o no de cetosis (clinica o

subclinica).
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SUMMARY

This research aimed to determine the B-hydroxybutyrate, Holstein dairy cows
levels high production between 0 and 45 days postpartum, dividing them into
two categories, primiparous and multiparous according to their stage of
lactation, in the first and second group include cows into subgroups; dpp
between 0-15, the second between 16 to 30 dpp and the third between 31-45
dpp. Ranbut using the method in the Rosales Stable Agricultural Pampa Baja of
Majes. 10 cows for each subgroup, which were sampled were used, they took
blood samples from the tail vein, before being placed with the reagent and by
photocolorimetry Ranbut, reading was finally realized. The results of the B-
hydroxybutyrate levels in blood were evaluated by the following parameters:
clinical ketosis (2.9 mmol / L), Subclinical ketosis (1.2 - 2.9 mmol / L) and
Normal (<1.2 mmol / L). B-hydroxybutyrate levels for the first group met
Casting; of 0.324 mmol / L (0-15 dpp), 0.330 mmol / L (16-30 dpp), 0.289 mmol
/ L (31-45 dpp) and for the second Multiparous group; of 0.265 mmol / L (0-15
dpp), 0.360 mmol / L (16-30 dpp), 0.408 mmol / L (31-45 dpp). After being
evaluated the samples was observed if there is a relationship between the
number of births and days of lactation, for which a t test was used, which told us
that there is no significant relationship for both parity as for days in milk. As if
we speak of all samples taken for the total group, subclinical ketosis represents
5%. No statistical association (p> 0.05) was found between postpartum
(lactating) days, and the absence or presence of the disease, to assess levels
according to the number of births is no statistical association (p <0.05) was
found between the number of births and the presence or absence of ketosis

(clinical or subclinical).
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l. INTRODUCCION

1.1. ENUNCIADO DEL PROBLEMA.

“Determinacioén de los niveles B-hidroxibutirato en sangre como método de

diagndstico de Cetosis Bovina en vacas lecheras de alta produccion”.
1.2. DESCRIPCION DEL PROBLEMA.

La cetosis es una de las enfermedades metabdlicas de gran importancia
en los hatos lecheros, debido a una mala alimentacion del animal, la cual
afecta su salud generando un impacto negativo debido al costo del
tratamiento, baja en la produccion de leche y mayor incidencia de
enfermedades y problemas reproductivos.

1.3. JUSTIFICACION.

El diagnostico de cetosis mediante la determinacion de B-hidroxibutirato en
sangre, va permitir tener un mayor control y prevencién de esta
enfermedad, contribuyendo en el aumento de la produccién lactea y

aumento de los ingresos econdmicos del establo.
1.3.1. Aspecto general.

La preocupacion por la disminuciéon de la produccion de leche en
la zona donde se realizar4 este estudio hace referir a la cetosis
como uno de los principales problemas que afecta directamente
sobre esta, y de cierta manera se hace necesario la obtencion de
un medio clinico capaz de hacer frente a este, que nos permita su
diagndstico temprano y con ello tratar este problema en forma
oportuna y evitando que la cetosis pueda provocar dafos que

sean dificiles de resarcir.
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1.3.2. Aspecto Tecnologico.

Cada vez aumenta el numero de alternativas referidas al
diagndstico de cetosis, la tecnologia avanza a tal punto que se
hace mas facil la adquisicién de ellas por parte de los productores
lecheros, ayudandolos de manera muy significativa en la
deteccién y tratamiento temprano de esta enfermedad. El uso de
un kit de diagndstico en sangre basado en fotocolorimetria para
uso en laboratorio constituye un avance tecnolégico en el

diagnostico de esta enfermedad metabdlica en nuestro pais.
1.3.3. Aspecto social.

Debemos considerar en este punto que la produccion de la leche
en la cuenca del sur es la principal actividad socio — econémica y
pecuaria, y por tal motivo radica su importancia en obtener el
mejor producto ya que este sera destinado hacia consumidores

que somos la poblacion.
1.3.4. Aspecto econémico.

Si la cetosis se detecta de manera oportuna y se trata de igual
forma, va generar que este problema disminuya, redundando
directamente en una mayor produccion y menor alteracion del
proceso reproductivo, lo que a su vez genera menores perdidas y
mayores ingresos para los productores.

1.3.5. Importancia del trabajo.

Este trabajo es hecho con la Gnica finalidad de validar un método
nuevo de diagndstico para la deteccién a tiempo de cetosis y con
ello mejorar su productividad, al ser un método rapido, sencillo y

eficaz.
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1.4. ANALISIS DE CONTENIDOS.

Este trabajo es hecho con la Unica finalidad de validar un método nuevo
de diagndstico para la deteccién a tiempo de cetosis y con ello mejorar su

productividad, al ser un método rapido, sencillo y eficaz.
1.5. OBJETIVOS.
1.5.1. Objetivo general.

e Determinar los niveles B-hidroxibutirato en sangre como
método de diagnodstico de Cetosis Bovina en vacas lecheras de

alta produccion.
1.5.2. Objetivos especificos.

e Validar por fotocolorimetria la técnica de determinacion de [3-
hidroxibutirato en muestras de suero sanguineo.

e Evaluar los niveles de B-hidroxibutirato en vacas lecheras post
parto de alta produccion

e Determinar la prevalencia de cetosis clinica y subclinica segun
los niveles de B-hidroxibutirato encontrados en vacas lecheras
post parto de alta produccion.

e Determinar la eficacia de la técnica de medicion de -

hidroxibutirato en sangre para el diagnéstico de cetosis bovina.
1.6. HIPOTESIS.

Dado que el B-hidroxibutirato es el cuerpo ceténico de mayor importancia
a nivel sanguineo en casos de cetosis bovina, su cuantificacion en
muestras de sangre, mediante el fotocolorimétrico, ayude a determinar los

casos clinicos y subclinicos de esta enfermedad metabdlica.
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Il. MARCO TEORICO.

2.1. ANALISIS BIBLIOGRAFICO.
2.1.1. Alimentacién en rumiantes
Principios de anatomia y fisiologia digestiva de los rumiantes.

2.1.1.1. Rumia

e La rumia reduce el tamafio de las particulas de la fibra y
expone los azucares y otros principios a la fermentacién
microbiana.

e Produccién de 160-180 litros de saliva cuando una vaca
mastica 6-8 horas por dia, pero menos de 30-50 litros si el
rumen no es estimulado (poco forraje o demasiado
concentrado en la dieta).

e Los amortiguadores en la saliva (bicarbonato y fosfato)
neutralizan los acidos producidos por fermentacion microbiana,
manteniendo un pH neutral (6.8) que favorece la digestion de

fibra y crecimiento de microbios en el rumen.
2.1.1.2. Reticulo-rumen (fermentacién)

¢ Retencion de particulas largas de forrajes estimulan la rumia.

e La fermentacion microbiana produce: (1) &cidos grasos
volatiles (AGV) como producto final de la fermentacion de la
celulosa y hemicelulosa y otros azucares y (2) una masa de
microbios con alta calidad de proteina.

e Absorcién de AGV a través de la pared del rumen. Los AGV
son utilizados como la fuente principal de energia para la vaca
y como precursores de la grasa de la leche (triglicéridos) y
azucares en la leche (lactosa).

e Produccién de hasta 1000 litros de gases cada dia que son

eructados.
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2.1.1.3. Omaso (reciclaje de algunos nutrientes)
e Absorciéon de agua, sodio, fosforo y AGV residuales.
2.1.1.4. Abomaso (digestion acido)

e Secrecion de acidos fuertes y enzimas digestivas.

e Digestién de alimentos no fermentados en el rumen (algunas
proteinas y lipidos, generalmente recubiertos o sometidos a
tratamiento térmico con esta finalidad).

e Digestiobn de proteinas bacterianas producidas en el rumen
(0.5 a 2.5 kg por dia).

2.1.1.5. Intestino delgado (digestion y absorcion)

e Secrecion de enzimas digestivas por el intestino delgado,
higado y pancreas.

e Digestion enzimatica de carbohidratos, proteinas y lipidos.

e Absorcibn de agua, minerales y productos de digestion:

glucosa, aminoacidos y acidos grasos.
2.1.1.6. Ciego (fermentacion) e Intestino grueso

e Una poblacién pequeiia de microbios fermentan los productos
de la digestion no absorbidos.

e Absorcién de agua y formacion de heces. (Delgado, Muroya y
Olivos, 2012).

2.1.2. Metabolismo de los carbohidratos en vacas lecheras.
2.1.2.1. Clases de carbohidratos

Los carbohidratos son la fuente mas importante de energia y de
los principales precursores de grasa y azucar (lactosa) en la leche
de la vaca. Los microorganismos en el rumen permiten a la vaca
obtener energia de los carbohidratos fibrosos (celulosa y

hemicelulosa) que son ligados a la lignina en las paredes de las

15
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células de plantas. La fibra es voluminosa y se retiene en el
rumen donde la celulosa y la hemicelulosa fermenten lentamente.
Mientras que madura la planta, el contenido de lignina de la fibra
incrementa y el grado de fermentacion de celulosa y hemicelulosa
en el rumen se reduce. La presencia de fibra en particulas largas
es necesaria para estimular la rumia. La rumia aumenta la
separacién y fermentacién de fibra, estimula las contracciones del
rumen y aumenta el flujo de saliva hacia el rumen. (Howard,
2006a)

La saliva contiene bicarbonato de sodio y fosfatos que ayudan a
mantener la acidez (pH) del contenido del rumen en un pH casi
neutral. Raciones que faltan fibra suficiente resultan en un
porcentaje bajo de grasa en la leche y contribuyen a desordenes
de digestion, tales como desplazamiento del abomaso y acidosis
del rumen. Los carbohidratos no-fibrosos (almidones y azucares)
fermentan rapidamente y completamente en el rumen. (Garcia y
Gingins, 1969a)

El contenido de carbohidratos no-fibrosos incrementa la densidad
de energia en la dieta, y asi mejora el suministro de energia y
determina la cantidad de proteina bacteriana producida en el
rumen. Sin embargo, los carbohidratos no-fibrosos no estimulen la
rumia o la produccion de saliva y cuando se encuentran en
exceso pueden inhibir la fermentacion de fibra. Asi, el equilibrio
entre carbohidratos fibrosos y no-fibrosos es importante en
alimentar las vacas lecheras para la produccion eficiente de leche.
En la vaca lactante, el rumen, el higado y la glandula mamaria son
los principales o6rganos involucrados en el metabolismo de

carbohidratos. (Garcia y Gingins, 1969b)
2.1.2.2. Produccién de acidos grasos volatiles en el rumen

Durante la fermentacion ruminal, Ila  poblacion de

microorganismos,  principalmente  bacteria, fermenta los
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carbohidratos para producir energia, gases (metano - CH4 y
bioxido de carbon - CO2), calor y acidos. (Garcia y Gingins,
1969c)

El acido acético (vinagre), acido propiénico y acido butirico son
acidos grasas volatiles (AGV) y conformen la mayoria (>95%) de
los acidos producidos en el rumen. También la fermentacion de
aminoacidos generados en el rumen produce &acidos, llamados
isoacidos. La energia y los isoacidos producidos durante la
fermentacion son utilizados por las bacteria para crecer (es decir
principalmente para sintetizar proteina). EI CO, y CH; son
eructados, y la energia todavia presente en el CH, se pierde. Si
Nno es necesario para mantenimiento de la temperatura del cuerpo,
el calor producido durante fermentacion se disipe. (Garcia y
Gingins, 1969d).

Los AGV son productos finales de la fermentacion microbial y son
absorbidos a través de la pared del rumen. La mayoria del acetato
y todo el propionato son transportados al higado, pero la mayoria
del butirato se convierte en la pared del rumen a una cetona que
se llama beta-hidroxibutirato. Las cetonas son la fuente principal
de energia (combustible) para la mayoria de tejidos del cuerpo.
Las cetonas provienen principalmente del butirato producido en el
rumen, pero en las etapas iniciales de lactancia vienen también de

la movilizacion de tejidos adiposos. (Garcia y Gingins, 1969e)
2.1.2.3. Sintesis de lactosa y grasa en el higado

Durante la lactancia, la glandula mamaria tiene una alta prioridad
para la utilizacion de glucosa. La glucosa se utiliza principalmente
para la formacion de lactosa (azlcar en la leche). La cantidad de
lactosa sintetizada en la ubre es estrechamente ligada con la
cantidad de leche producida cada dia. La concentracion de
lactosa en la leche es relativamente constante y basicamente,

agua se agrega a la cantidad de lactosa producida por las células
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secretorias hasta lograr una concentracibn de lactosa de
aproximadamente 4.5%. Asi, la produccién de leche en las vacas
lecheras es altamente influida por la cantidad de glucosa derivada
del propionato producido en el rumen. También, glucosa se
convierte a glicerol que se utiliza para la sintesis de grasa de
leche. (Howard, 2006b).

El Acetato y B-hidroxibutirato se utilizan para la formacion de
acidos grasos encontrados en la grasa de leche. La glandula
mamaria sintetiza acidos grasos saturados que contienen de 4 a
16 atomos de carbén (acidos grasos de cadena corta). Casi la
mitad de grasa de la leche es sintetizada en la glandula mamaria.
La otra mitad que es rica en &cidos grasos no-saturados que
contienen de 16 a 22 atomos de carbon (acidos grasos de cadena

larga) provenientes de los lipidos en la dieta. (Armentano, 1994a)

La energia requerida para la sintesis de grasa y lactosa viene de
la combustién de cetonas, pero el acetato y la glucosa también
pueden ser utilizados como fuentes de combustible para las

células de muchos tejidos. (Armentano, 1994b)

2.1.2.4. Efecto de la dieta sobre la fermentacion ruminal y el

rendimiento de leche.

La fuente de carbohidrato en la dieta influye en la cantidad y la
relacion de AGV producidos en el rumen. La poblacion de
microbios  convierte los carbohidratos fermentados a
aproximadamente 65% &acido acético, 20% acido propiénico y
15% acido butirico cuando la racién contiene una alta proporcion
de forrajes. En este caso, el suministro de acetato puede ser
adecuado para maximizar la produccién de leche, pero la cantidad
de propionato producido en el rumen puede limitar la cantidad de
leche producida porque el suministro de glucosa es limitado. Los
carbohidratos no-fibrosos presentes en muchos concentrados

promueven la produccion de acido propidnico mientras los
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carbohidratos fibrosos que se encuentran principalmente en
forrajes estimulen la produccion de acido acético en el rumen.
Ademads, los carbohidratos no fibrosos rinden mas AGV (es decir
mas energia) porque son fermentados mas rapidamente y mas

completamente. (Armentano, 1994c).
2.1.3. Cetosis

La cetosis es un trastorno metabdlico que se produce en el
ganado lechero, cuando la demanda por energia es superior a la
ingesta de energia, dando lugar a un balance energético negativo.
Esto ocurre mas comunmente en vacas con ingesta reducida o
vacas recién paridas de alto nivel de produccion. Las vacas que
suelen tener hipoglucemia (baja concentracion de azlcar en la
sangre) utilizan una gran cantidad de grasa corporal como fuente
de energia para apoyar la producciéon de leche, generando una
alta produccion de cuerpos cetdnicos que no pueden ser
metabolizados por la vaca, estos cuerpos cetdnicos aumentan su
concentracion en todos los fluidos corporales y el resultado es la
presentacion del cuadro clinico o subclinico de cetosis, siendo el
BHBA el cuerpo ceténico mas predominante en este estado.
(Guthrie y Jordan, 1972)

Todas las vacas lecheras en lactacion temprana (primeras 6
semanas después del parto) corren el riesgo de cetosis. La
incidencia en la lactacién se estima en 16.5%, pero esto varia
considerablemente en hatos individuales. La cetosis se produce
en todos los partos (aunque parece ser menos comun en las
primiparas) y no parece tener una predisposicion genética,
ademas de estar asociadas a las razas lecheras. Las vacas con
excesivo tejido adiposo (condicion corporal 2 3,75 en una escala
del 1 al 5) en el parto tienen un mayor riesgo de cetosis, en
comparacion con aquellas que tienen baja condicion corporal. Las

vacas lactantes con hipercetonemia tienen un mayor riesgo de
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desarrollar cetosis clinica, en comparacién con las vacas con
menores concentraciones séricas de BHBA. La cetosis subclinica
(BHBA > 1400 p mol/L en sangre) en la primera o segunda
semana después del parto se asocia con: 3 a 8 veces mas de
riesgo de desplazamiento de abomaso izquierdo; 3 veces mayor
riesgo de metritis; 4 a 6 veces mas de riesgo de cetosis clinica
(Duffield, Lissemore, McBride, Leslie, 2009a); mayor probabilidad
de endometritis subclinica en la cuarta semana después del parto
(Hammon, Evjen, Dhiman, Goff, Walters, 2006).); y aumento de la
duracion y severidad de la mastitis (Suriyasathaporn, Heuer,
Noordhuizen-Stassen, 2000). Las vacas con BHBA > 1800 p
mol/L en suero durante la primera semana tenian una produccion
de 300 kg més bajo de lo proyectado para la totalidad de la
lactancia (Duffield et al, 2009b).

La cetosis causa grandes pérdidas econ6micas debido a la
disminucién de la produccién de leche, alteracion de la fertilidad y
el aumento de riesgo de desplazamiento de abomaso
(Geishauser, Leslie, Kelton, Duffield, 2001a). Cuando hay un
aumento de cuerpos cetonicos en el animal, sin producir signos,
hablamos de cetosis subclinica. Consecuentemente, 1400 pmol
de B-OHB/L de sangre (Duffield et al, 2009c), 100 p mol de
acetoaceto/L de leche, 100 p mol de BHBA/L de leche o 250 p
mol de acetona / L de leche, se pueden utilizar como puntos de
corte para distinguir entre las vacas con o sin cetosis subclinica.
(Geishauser et al, 2001b)

Durante una evaluacion metabdlica, la literatura sefiala que el
biomarcador de eleccion es el BHBA, ya que es el cuerpo
ceténico que presenta mayores ventajas analiticas. Los tres
cuerpos cetdnicos principales estan presentes en la sangre, leche
y orina y se pueden medir, por lo que, comunmente, no son
utilizados para evaluar la cetosis. El BHBA es el cuerpo cetdnico

predominante en la sangre, donde es estable. (LeBlanc, Leslie y
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Duffield, (2005). Las concentraciones de BHBA en leche reflejan
la concentracion en el suero, pero son a lo mas el 10 a 15% de lo
presente en sangre (Duffield et al, 2009d).

2.1.3.1. Etiologia
2.1.3.1.1 Metabolismo de la glucosa en rumiantes

El mantenimiento de unas concentraciones adecuadas de glucosa
en la sangre es critico para la regulacion del metabolismo
energético. Los rumiantes absorben muy poco carbohidrato
dietético en forma de hexosa, ya que los carbohidratos dietéticos
son fermentados en el rumen hasta acidos grasos de cadena
corta, principalmente acetato (70%), propionato (20%) y butirato
(10%). En consecuencia, las necesidades de glucosa del rumiante
deben ser satisfechas, principalmente, por la gluconeogénesis. El
propionato y los aminoacidos son los principales precursores para
la gluconogénesis, con el glicerol y el lactato de menor
importancia. (Radostits, Gay, Blood, HINCHCLIFF, 2002a)

Propionato. Se produce en el rumen a partir del almidon, fibra y
proteinas. Penetrando en la circulacion portal y es eliminado con
eficacia por el higado, que es el principal 6rgano productor de
glucosa. El propionato es el productor mas importante de glucosa,;
un aumento de la disponibilidad puede agotar la utilizacion
hepatica de otros precursores de glucosa, y la produccion de
propionato se ve favorecida por la inclusion de abundante grano
en la dieta. (Radostits et al, 2002b)

Aminoéacidos. La mayor parte de aminoacidos son glucogénicos
y, ademds, son importantes precursores para la gluconeogénesis.
La proteina dietética es la fuente cuantitativa mas importante,
pero el escaso almacenamiento de proteina corporal es también
una fuente importante; en conjunto, contribuyen a la sintesis

energética y la sintesis de lactosa de la leche, asi como la sintesis
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de proteinas lacteas. (Radostits et al, 2002c)

Acetato dietético. Es transportado hasta los tejidos periféricos y
la glandula mamaria, y metabolizado hasta &cidos grasos de
cadena corta para almacenamiento en forma de lipidos o para

secrecion en forma de grasa lactea. (Radostits et al, 2002d)
2.1.3.1.2 Formacion de cetonas

Las cetonas surgen a partir de dos fuentes principales: el butirato
en el rumen y la movilizaciébn de grasa. Una gran proporcion del
butirato producido por la fermentacion ruminal de la dieta se
convierte en beta-hidroxibutirato (BHBA) en el epitelio del rumen,
y se absorbe como tal. Los acidos grasos libres producidos por la
movilizacion de las grasas son transportados hasta el higado y
oxidados hasta producir acetil-CoA y NADH. El acetil-CoA puede
oxidarse a traves del éacido ATC o metabolizado hasta
acetoaacetil-CoA y, posteriormente, a acetoacetato y BHBA. Las
cetonas BHBA y el acetoacetato se pueden emplear como fuente
de energia, en condiciones normales, estan presentes en la
sangre y su concentracion es el resultado del equilibrio entre la
produccion hepatica y la utilizacién por los tejidos periféricos.
(Radostits et al, 2002e)

2.1.3.1.3 Insuficiencia hepatica en la cetosis

La captacion de &cidos grasos por el higado conduce a un higado
graso. Se ha demostrado que la insuficiencia hepatica aparece en
vacas, pero no en todos los casos bovinos. Se ha sugerido que la
insuficiencia hepatica se da en aquellas vacas predispuestas a la
cetosis por sobrealimentacion en el periodo seco. Puesto que una
de las reacciones a la hipoglucemia es la movilizacion de las
reservas grasas Yy la captaciéon de grasa por el higado. Es de
esperar un cierto grado de insuficiencia hepatica secundaria al

desarrollo de la enfermedad. (Radostits et al, 2002f)
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2.1.3.1.4 Papel de lainsulinay el glucagon

La regulacién del metabolismo energético de los rumiantes esta
gobernada, principalmente, por la insulina y el glucagbén. Sus
efectos neutralizantes desempefian un papel central en el control
homeostatico de la glucosa. Una relacién insulina: glucagon baja
estimula la lipdlisis en el tejido adiposo y la cetogénesis hepatica.
Las vacas, en las etapas iniciales de la lactacion, tienen
relaciones insulina: glucagon bajas debido a la baja insulina
sanguinea, y estan en estado catabdlico. La elevacién de las
cetonas puede estimular la producciéon de insulina y puede actuar
como una retroalimentacion negativa. La regulacién esta
directamente gobernada por la somatotropina, que es el
determinante mas importante de la produccion lactea en el
ganado vacuno Yy, ademas, es lipolitica. Los factores que
disminuyen el aporte energético a los rumiantes, que aumentan la
demanda de glucosa o que incrementan la utilizaciébn de grasa
corporal como fuente de energia, tienen una mayor probabilidad
de aumentar la produccion de cetona y la cetonemia. Sin
embargo, hay una considerable variacion vaca-a-vaca en la

susceptibilidad a la cetosis clinica. (Radostits et al, 20029)
2.1.3.1.5 Equilibrio energético

En las vacas lecheras de alta produccion hay, a menudo, un
equilibrio energético negativo en las primeras semanas de la
lactacion. La ingesta mas elevada de materia seca no aparece
hasta las 8 — 10 semanas después del parto, pero la produccion
lactea méxima es a las 4-6 semanas, y la ingesta energética no

puede mantener esa demanda.

En respuesta a un equilibrio energético negativo y unas
concentraciones séricas bajas de glucosa e insulina, las vacas
movilizaran el tejido adiposo con el consiguiente aumento en las

concentraciones séricas de &acidos grasos no esterificados y
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BHBA. El metabolismo mitocondrial hepatico de los acidos grasos
favorece tanto la gluconeogénesis como la cetogénesis. Las
vacas dividen los nutrientes durante la gestacion y la lactacion; las
vacas estan en riesgo de cetosis durante este periodo. De igual
forma, los requerimientos de energia al final de la gestacion.
(Radostits et al, 2002h)

2.1.3.2. Etiologia de la cetosis bovina

No es razonable considerar la cetosis clinica como el punto final
del espectro de un estado metabdlico que es comun en vacas de
alta produccion en el periodo posparto. Esto es porque las vacas
de alta produccion al principio de la lactacion estan en un
equilibrio energético negativo y son, en consecuencia,
subclinicamente cetosicas. Los rumiantes son especialmente
sensibles a la cetosis porque, aunque muy pocos carbohidratos se
absorben como tales, es esencial un aporte directo de glucosa
para el metabolismo tisular, en particular para la formacién de la
lactosa. La utilizacion de &cidos grasos volatiles con fines
energéticos depende también de un aporte de glucosa disponible.
Esta vulnerabilidad se ve exacerbada, ademas, y especialmente
en la vaca, por la gran velocidad del recambio de la glucosa. En
el periodo entre el parto y lactancia maxima, la demanda de
glucosa se ve incrementando y no puede restringirse por
completo. Las vacas reduciran la produccion lactea en respuesta
a una reduccion de la ingesta energética, pero ello no continua ni
de un modo automatico ni proporcional al principio de la lactacion
porque los estimulos hormonales para la produccion lactea
superan los efectos de la reduccion de la ingesta alimentaria. En
estas circunstancias, los niveles reducidos de glucosa provocaran
un descenso en los niveles de insulina. Los acidos grasos bajo la
influencia de una baja relacién insulina: glucagon y la influencia de
una elevada concentracion de somatotropina, y esto conduce a un

aumento de cetogénesis. (Radostits et al, 2002i)
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2.1.3.2.1 Cetosis subclinica

Las concentraciones elevadas de cetonas sanguineas sin
enfermedad clinica, la cetosis subclinica, se produce una mayor
frecuencia que la cetosis clinica, y tiene una importancia
economica significativa. Diversos estudios han demostrado que la
cetosis subclinica es comun en las vacas de alta produccion, a las
2 - 7 semanas de posparto, con un registro de prevalencia que
oscila entre el 7-34% (2,9-11). Solo se precisa una pequefia
agresion adicional, nutricional o metabdlica, para que se

desarrolle una cetosis clinica. (Brockman y Loorveld, 1986a)
2.1.3.2.2 Variacién de vacas individuales

El indice de presentacion de un estado energético negativo, y por
tanto, la frecuencia de casos clinicos, sin lugar a dudas, ha
aumentado claramente en el pasado reciente debido a un
aumento abrupto en el potencial de lactacién de la moderna vaca
lechera. (Marteniuk y Herdt, 1988a).

Debido a la propiedad metabdlica de la glandula mamaria en la
reparticion de nutrientes, especialmente de la glucosa, la
produccion lactea continia a una velocidad alta, causando un
agotamiento energético. En muchas vacas individuales, la
necesidad de energia va mas alla de la capacidad de ingesta de
materia seca. (Marteniuk y Herdt, 1988b).

La cetosis clinica se ha producido en vacas lecheras recién
paridas mediante la reduccion de la ingesta alimentaria diaria de
un 15-20%, ad libitum, y suplementando con 1,3-butanodiol, un
sustrato cetogénico. Las caracteristicas bioquimicas de la cetosis
son: deplecion de glucégeno hepatico y aumentos importantes en
los depdsitos hepaticos de triglicéridos, y se produjeron cuerpos
cetdnicos aunque la cetosis solo se presentd en aquellas vacas

que tenian predisposicion a la enfermedad. (Marteniuk y Herdt,
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1988c).
2.1.3.2.3 Tipos de cetosis bovina

Hay muchas teorias sobre la causa, la patogenia bioquimica y
hormonal de la cetosis, y la importancia de los factores
predisponentes. Las revisiones de estos estudios se citan al final
de esta seccion de patologia. En general, se puede afirmar que la
que la cetosis clinica se presenta en rumiantes cuando estan
sometidos a demandas sobre sus recursos de glucosa y
glucégeno, que no se pueden satisfacer por su actividad digestiva
y metabdlica. Recientemente, Lean ha expuesto una clasificacion
de la enfermedad segun su presentacion natural en los rebafios
lecheros, y que responde a la demanda lactacional inicial de
glucosa, el aporte limitado de precursores propionato y cetonas
preformadas o lipidos movilizados en la patogenia. Dicha
clasificacion comprende las siguientes génesis para la cetosis,

que se tratara en su momento. (Marteniuk y Herdt, 1988d).
2.1.3.2.3.1 Cetosis primaria (cetosis de produccion)

Se trata de la cetosis de la mayor parte de los rebafios, la llamada
acetonemia estatal. Se presenta en vacas con una condicion
corporal buena o excesiva, que tienen un alto potencial de
lactacion y que estan siendo alimentadas con raciones de buena
calidad, hay una tendencia a que la enfermedad recurra en
determinados animales, lo cual probablemente sea reflejo de la
variacion entre vacas con respecto a la capacidad digestiva o la
eficacia metabdlica. (Marteniuk y Herdt, 1988e).

Estas caracteristicas no parecen ser hereditarias, y es mas
probable que las raciones causen una anomalia del metabolismo
interno o de la funcién ruminal, y conduzcan al desarrollo de una
cetosis. (Marteniuk y Herdt, 1988f).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =-2  DESANTA MARIA

2.1.3.2.3.2 Cetosis secundaria

Se presenta cuando otra enfermedad provoca una disminucion de
la ingesta dietética. La causa de la reduccion de la ingesta de
alimentos es, por lo general, resultado de un desplazamiento del
abomaso, una reticulitis traumatica, una, metritis, una mastitis u
otras enfermedades comunes del periodo posparto. También se
ha observado una incidencia elevada de cetosis en rebafios

afectados con fluorosis. (Marteniuk y Herdt, 1988g).

Una forma de presentacion infrecuente fue un brote de
acetonemia en un rebafio lechero alimentado con una racion
contaminada por un nivel bajo (9.5 ppm) de lincomicina, que
provoco una disfuncién microbiana ruminal. La proporcion de
casos de acetonemia son secundarios, y su diagnostico como tal,
son materias de gran interés, en la medida en que una proporcién
importante de casos de cetosis son secundarios a otra
enfermedad. (Marteniuk y Herdt, 1988h).

2.1.3.2.3.3 Cetosis alimentaria

Esta forma se debe a cantidades excesivas de butirato en el
ensilado y, posiblemente, también debido a una disminucion de la
ingesta alimentaria como consecuencia de una mala palatabilidad
de un ensilado alto en butirato. El ensilado realizado a partir de
material carnoso puede ser mas altamente cetogénico que otros
tipos de ensilado debido a su mayor contenido en acido butirico
preformado. El ensilado malo también es una causa, y las aminas
bibgenas toxicas, como la putresina, también pueden contribuir.
Habitualmente, este tipo de cetosis es subclinica, pero puede
predisponer al desarrollo de una cetosis de produccién o primaria.
(Marteniuk y Hert, 1988i)
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2.1.3.2.3.4 Cetosis por inanicién

Se presenta en el ganado vacuno con mala condicion corporal y
gue esta alimentado con piensos de mala calidad. Hay una
deficiencia de propionato y proteina procedentes de la dieta y una
capacidad limitada de gluconeogénesis a partir de las reservas
corporales. El ganado afectado se recupera con una alimentacion

correcta. (Lean, Bruss, Baldwin y Trout, 1992a)

La subnutricion se presenta cuando las vacas estan mal
alimentadas, por consumir raciones inadecuadas a base de
insumos concentrados y/o forraje o ensilaje de mala calidad.
(Andresen, 2001a)

2.1.3.2.3.5 Cetosis debido a una deficiencia nutricional

especifica

Las deficiencias dietéticas especificas de cobalto y, posiblemente,
de fosforo, pueden conducir a una incidencia elevada de cetosis.
Esto se puede deber, en parte, a una reduccién de la ingesta de
nutrientes digestibles totales (NDT), pero en la deficiencia de
cobalto, el defecto esencial es un fracaso en la metabolizacion del
acido propionico en el ciclo del acido tricarboxilico (ATC). El
problema se restringe a las zonas mundiales de deficiencia de
cobalto, aunque se ha descrito la aparicion de deficiencia de
cobalto en vacas lecheras de alta produccion en zonas no
deficientes. (Marteniuk y Hert, 1988)).
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2.1.3.3. Epidemiologia
2.1.3.3.1 Presentacion

La cetosis es una enfermedad del ganado vacuno lechero, y su
prevalencia es mayor en muchos paises donde se practica la cria
intensiva. Aparece principalmente en animales estabulados
durante el invierno y los meses de primavera y es rara en vacas

que paren en la postura. (Lean et al, 1992b)

La aparicion de la enfermedad depende mucho del manejo y la
nutricion, y varia segun el rebafio. Como seria de esperar, los
indices de incidencia lactacional difieren segun los estudios, pero
dos estudios canadienses han comunicado unos indices de 3.3 y
7.4%, vy un estudio finlandés, un 6%. Los indices de cetosis
subclinica con mucho mas elevados, en especial en rebafios

infranutridos, y pueden acercarse al 34%. (Lean et al, 1992c)
2.1.3.3.2 Factores de riesgo animal y de manejo

La enfermedad aparece en el periodo posparto inmediato,
presentdandose un 90% de los casos en los primeros 60 dias de
lactacion. Independientemente de la etiologia especifica, se
produce principalmente durante el primer mes de lactacion, con
menor frecuencia en el segundo mes, y solo de forma ocasional al
final del embarazo. En estudios diferentes la media de tiempo de

inicio tras el parto varia entre los 10-28 dias. (Lean et al, 1992d)

Se pueden afectar vacas de cualquier edad, pero la enfermedad
aumenta desde una prevalencia baja en el primer parto hasta un
maximo en el cuarto. La cetosis clinica también puede recurrir en
la misma lactacion. Hay pocas pruebas de que exista una

predisposicion hereditaria. (Lean et al, 1992¢)

Ademas de aquellas enfermedades que producen cetosis
secundaria, hay un mayor riesgo para el desarrollo de cetosis en
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vacas que tienen un periodo seco ampliado, un periodo seco
largo, estan excesivamente gordas en el momento del parto y que
padecen fiebre de la leche, retenciébn de placenta, cojera o
hipomagnesemia. La sobrealimentacion al final de la lactacion
predispone a la cetosis en la siguiente lactacion. (Herdt y Emery,
1992a)

Las vacas con mellizos tienen también riesgo de cetosis en las
etapas finales de la gestacion, las vacas que han recibido
somatotropina bovina pueden tener un riesgo menor para cetosis

en la siguiente lactacion. (Herdt y Emery, 1992b)
2.1.3.3.3 Significado econémico

La cetosis, clinica y subclinica, es una de las principales causas
de pérdida de una granja lechera. En casos raros, la enfermedad
es irreversible y el animal afectado fallece, pero la principal
pérdida econdmica se debe a la perdida de produccion cuando la
enfermedad esta presente y a la imposibilidad de retornar a una
produccion completa después de la recuperacién. La cetosis,
tanto clinica como subclinica, se acompafa de una disminucion
de la produccion lactea y de menores cantidades de proteina
lactea lactosa lactea, y de un aumento del riesgo del retardo del
estro y menores indices de concepcion en el primer servicio,
aumento de los intervalos entre partos y aumento del riesgo de

enfermedad ovéarica quistica y mastitica. (Herdt y Emery, 1992c)
2.1.3.4. Patogenia

Los principales trastornos metabdlicos observados, hipoglucemia
y cetonemia pueden tener efecto sobre el sindrome clinico, sin
embargo en la enfermedad experimental en el ganado vacuno, no
siempre esta claro que es lo que determina el desarrollo de los
signos clinicos en casos que pasan de una cetosis subclinica a
clinica. (Herdt y Emery, 1992d)
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En muchos casos la gravedad del sindrome clinico es
proporcionar al grado de hipoglucemia y esto junto con la
respuesta rapida a la glucosa administrada por via parenteral en
el ganado vacuno, sugiere que la hipoglucemia es el factor
predominante. Esta hipétesis se sostiene gracias al desarrollo de
una hipoglucemia prolongada y un sindrome clinico similar al de la
cetosis tras la inyeccion IV o SC, experimental de insulina (2

unidades/kg de peso corporal). (Brockman y Loorveld, 1986b)

Sin embargo en la mayor parte de los casos de campo, la
gravedad del sindrome clinico es también groseramente
proporcional al grado de cetonemia. Se trata de una relacion
incomprensible ya que los cuerpos ceténicos se producen en
grandes cantidades cuando la deficiencia de glucosa aumenta. No
obstante los cuerpos ceténicos pueden ejercer una influencia
adicional sobre los signos observados. (Brockman y Loorveld,
1986¢)

Es sabido que el acido acetoacético es toxico y probablemente
contribuya al coma terminal en la diabetes mellitus humana. Se
cree que los signos nerviosos que aparecen en algunos casos de
cetosis bovina estan causados por la produccion de alcohol
isopropilo, un producto de degradacion del acido acetoacético en
el rumen aunque el requerimiento de glucosa por parte del tejido
nervioso para mantener una funcién normal puede ser un factor

en estos casos. (Brockman y Loorveld, 1986d).

La cetosis espontanea del ganado vacuno suele ser facilmente
reversible con tratamiento, es habitual una respuesta una
respuesta incompleta o temporal debido a la existencia de una
enfermedad primaria en la que la cetosis es solo secundaria,
aunque una degeneracion grasa del higado en casos prolongados
puede alargar el periodo de recuperacién, los cambios en la flora
ruminal tras un periodo prolongado de anorexia puede ser
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también una causa para el deterioro continuado de la digestion.
La mayor susceptibilidad de las vacas en el post parto a las
infecciones locales y sistémicas puede estar relacionada con el
deterioro del estallido respiratorio de neutréfilos que aparece con

niveles elevados de BHBA. (Brockman y Loorveld, 1986€)
2.1.3.5. Hallazgos clinicos

Se describen las dos formas principales de cetosis (caquéctica y
nerviosa) aunque se trata de los dos extremos de un rango de
sindromes en los que los signos de inanicion y nerviosos estan

presentes en grados variables de importancia. (Andresen, 2001b)
2.1.3.5.1 Cetosis clinica:

Se observan trastornos de la digestion y muchas veces también
alteraciones del sistema nervioso (sensorio y locomocién). Segun
los sintomas predominantes se distingue entonces una cetosis
“digestiva” y una cetosis “nerviosa”; pero en la practica esta
distincion solo tiene valor para diferenciarla de otros
padecimientos. (Andresen, 2001c)

Por lo general la cetosis comienza con una indigestion mas o
menos manifiesta con inapetencia 0 apetito cambiante,
disminucibn o0 ausencia de rumia, reducida actividad
preestomacal, constipacion (heces oscuras, apelmazadas,
cubiertas de moco), mas tarde incluso diarrea, asi como mayor
sensibilidad a la percusion en el area hepatica agrandada, dificil
de diferenciar de la reticuloperitonitis traumatica. (Andresen,
2001d)

La inapetencia suele ser creciente, rechazando primero el silo,
luego el concentrado y finalmente también el heno, hasta que
cesa totalmente la ingesta y el paciente adelgaza rapidamente
(lipomovilizacién). Junto a ello disminuye paulatinamente la
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produccion de leche. Comunmente también esta afectado el
sistema nervioso; en casos leves el paciente aparece desganado
o ausente (inmovilidad , mirada fija y vidriosa) o cansado ,
somnoliento (cabeza baja o apoyada , parpados cerrados, flexion
de los menudillos posteriores); en los casos graves puede estar
comatoso (echado en posicién de opistotono) o tiene periodos de
excitacion recidivantes; salivacion , masticacion en vacio,
chasquidos de la lengua, lamido o roido labioso de la propia piel o
de objetos cercanos (pica) comportamiento agresivo, salvaje
hasta rabioso, bramidos, o caida brusca, circunstancialmente
también ceguera, deambulacién en circulos o contra obstaculos
empujando hacia delante y/o tropezando (cetosis nerviosa).
(Andresen, 2001e)

Las frecuencias cardiacas y respiratorias suelen ser normales
pero estan aumentadas en la fase excitatoria, y disminuidas en la
fase depresiva. La temperatura corporal al principio esta
aumentada pero luego se mantiene normal. La presencia de fiebre
es indicio de una cetosis secundaria. EI manto piloso se torna

mate y aspero. (Andresen, 2001f)

Es caracteristico el olor desagradable, dulzén a fruta podrida de
los cuerpos cetonicos, en el aire inspirado y en la superficie del
cuerpo. Este olor también se percibe en la leche de los pacientes
y en su orina acuosa, clara, levemente amarillo verdosa y opaca.
(Andresen, 20019)

En la cetosis secundaria el cuadro sintomatico metabdlico es el
mismo que en la forma primaria. Pero a esto se agregan las
manifestaciones clinicas de un padecimiento primario simultaneo
con el parto que varia en cada caso pero afecta el apetito y/o la
motilidad de los preestdmagos provocando o manteniendo el
bache energético. Muchas veces predominan los sintomas de la
enfermedad primaria, de manera tal que sus efectos metabdlicos
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pasan inadvertidos sin tenerlos en cuenta para el tratamiento.
(Dirksen, Griinder, y Stiber, 2005a)

La cetosis subclinica es comin en vacas de alta produccion y
periodos largos de seca. Se refleja en menor produccién, anestro
y a veces endometritis. (Andresen, 2001h).

Se debe sacar una muestra para determinar la BHBA en las vacas
a los 2 a 14 dias post parto. Posiblemente hasta los 21 dias
después del parto, cuando se eleva la incidencia de cetosis
subclinica. (Andresen, 2001i)

Se debe tener cuidado en el uso de andlisis en la granja para la
deteccion de cetonas dentro de las primeras 48 horas después del
parto. Durante este periodo, es muy comun un analisis positivo de
cetonas debido a un importante aumento en las concentraciones

en el plasma durante el parto. (Andresen, 2001))
2.1.3.5.2 Cetosis subclinica:

Las vacas lecheras que son capaces de equilibrar el déficit de
energia con sus propias reservas corporales, durante el control
con frecuencia muestran un contenido de cuerpos cetonicos en
sangre, leche y orina mas o menos superior a lo normal, pero no
sintomas manifiestos de enfermedad salvo pérdida de peso,
incluso disminucion de la produccion lactea o merma en la
fertilidad. (Andresen, 2001k)

Segun la alimentacién y otras circunstancias ya anunciadas este
estado premorbido puede pasar mas o0 menos rapidamente a una
cetosis clinica, por lo que su diagnéstico tiene hoy en dia una
creciente importancia. (Andresen, 2001l)

La produccién lactea potencial esta reducida en un 1- 9% .La
infertilidad puede presentarse en forma de anomalia ovarica, inicio
retardado del estro o endometritis conduciendo a un aumento en
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el intervalo parto a concepcién y una reduccion del indice de
concepciones en la primera inseminacion. (Brockman y Loorveld,
1986f)

2.1.3.6. Diagndéstico.

La anamnesis siempre es importante como siempre que se quiere
llegar a un diagnostico. Los indicios de cetosis son inapetencia,
rapido adelgazamiento, olor a cuerpo ceténicos, y comprobacion
de cuerpos cetonicos en orina, leche o sangre. Para determinar
los cuerpos cetdnicos al pie de la vaca en orina o leche pueden
utilizarse las tiras o tabletas reactivas comerciales. En la
actualidad adquiere gran importancia el control del rebafio de
vacas lecheras de alta produccion sobre la presencia de casos de
cetosis subclinica como indicador de si la alimentacion esta
cubriendo o no los requerimientos energéticos. Para ello se
analiza repetidamente la leche de todas las vacas en la primeras
2-3 semanas postparto. Los analisis al pie de la vaca son
cualitativos, cuantos mas resultados positivos se encuentren en
las vacas del grupo de comienzo de lactancia, tanto mayor es el

bache energético existente en el establo. (Dirksen et al, 2005b)

La cetosis es facil de diagnosticar en base a los resultados del
andlisis de orina y de leche, pero muchas veces es dificil decidir
si un padecimiento simultaneo a la cetosis debe considerarse
desencadenante, mantenedor o consecuente. Segun el caso se
trata de RMF, metritis, acidosis ruminal, desviacion de abomaso,
reticuloperitonitis traumatica, un padecimiento que curse con

inapetencia, etc. (Dirksen et al, 2005c)

El diagndstico de la cetosis subclinica se puede llevar a cabo
en leche usando Ketolac Test (Hoechst) que mide BHBA, o Pink-
Test (Profs-products.com) que mide aceto-acetato. Requieren
ubre sana; niveles altos de CS afectan resultados. Crucial para la
prevencion de la cetosis es la reduccion en la severidad y
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duracion del balance energético negativo. (Andresen, 2001l).

Se pueden monitorizar las cetonas en sangre, leche y sangre. Los
andlisis de orina y la leche requieren unas tiras reactivas o polvo
gue cambia de color ante la presencia de cetonas. Los analisis de
sangre asi como algunos andlisis en la leche detectan el BHBA, la
cetona predominantemente en situaciones de enfermedad.
(Geishauser et al, 2001c)

Los valores limites usados generalmente para la cetosis

subclinica son:
BHBA en la sangre =1400umol/L
BHBA en leche=100umol/L a 200umol/L

(Geishauser et al, 2001d)

2.1.3.7. Pruebas analiticas.

La hipoglucemia, la cetonemia y la cetonuria son caracteristicas

de la enfermedad. (Brockman y Loorveld, 1986g).
2.1.3.7.1 Glucosa En Sangre

Los niveles son inferiores a los normales de aproximadamente 50
mg/dl a 20- 40mg/dl. (Brockman y Loorveld, 1986h).

2.1.3.7.2 Cetona en sangre

Los niveles estan elevados a partir del nivel normal de hasta 10
mg/dl hasta 10 — 100 mg /dl, los niveles también estan altos en la
cetosis secundaria pero rara vez superan los 50 mg/ dl. Las vacas
normales tienen concentraciones inferiores 1 mmol/L vy las vacas
con cetosis tienen niveles superiores a 1,5 mmol/L y a menudo

superan los 2,5 mmol/L. (Brockman y Loorveld, 1986i).
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2.1.3.7.3 Cetonas en Orina

El calculo cuantitativo de las cetosis urinarias puede ser poco
satisfactorio debido a las amplias variaciones que se producen
dependiendo de la concentracion de la orina. En el ganado
vacuno clinicamente normal las cetonas urinarias pueden ser de
hasta 70 mg/dl, aunque por lo general suelen ser inferiores a
10mg/dl. Niveles de 80 a 1300 mg/dl indican la presencia de
cetosis, bien primaria o secundaria. (Brockman y Loorveld, 1986j)

2.1.3.7.4 Cetona en La Leche

Los niveles son algo menos variable oscilando entre valores
normales de 3 mg. Hasta un nivel medio de 40 mg/dl en vacas

con cetosis. (Brockman y Loorveld, 1986k)
2.1.3.8. Tratamiento

El tratamiento de la cetosis clinica primaria se basa en la
administracion de glucosa 500 ml EV + glucocorticoide inyectable
(p.ej. dexametasona 10-20 mg); por lo general una sola vez es
suficiente (si el diagndstico es correcto); repetir en caso
necesario. Si no hay respuesta, verificar el diagnostico (p.ej.
descartar lipidosis puerperal o desplazamiento de abomaso)
(Andresen, 2001m).

2.1.3.9. Medidas preventivas

Monitoreo de buena condicion corporal durante toda la lactancia y
evitar sobrecondicionamiento durante la seca, pero asegurando
correcto balance nutricional y aporte de fibra de buena calidad;
asegurar bastante espacio para las vacas en corrales de seca y

de transiciéon. (Marroquin, 2013a)

Propilenglicol 200 mL diarios en toma oral (que provoca elevacion

de picos de insulina); desde el parto hasta < 60 dias considerar
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suplementacion en la racion:
Niacina: 6g/vacal/dia; desde el parto hasta < 60 dias

Monensina: >150 y <450 mg/vaca/dia (puede deprimir la

produccion de grasa). (Marroquin, 2013b)
2.1.4. Beta-hidroxibutirato

Beta-hidroxibutirato (BHBA). Es un cuerpo ceténico que en el
plasma de los animales se aumenta cuando existe deficiencia de
energia. (BHBA) representa la movilizacion de lipidos. Es un
cuerpo cetonico, el (BHBA) es un producto fisiolégico del
metabolismo de los glicidos y lipidos. Proviene de la fermentacion
de los hidratos de carbono en el rumen. Sus precursores son las
grasas y los acidos grasos de la dieta, su precursor directo es el
acido butirico, cuyo metabolismo ocurre especialmente en el
epitelio ruminal y en el higado donde es transformado finalmente.
Son producidos en la movilizacion de reservas de grasa. Son
convertidos en el higado en acetoacetato y después en BHBA, el
cual puede ser una fuente de energia para la sintesis de la grasa
en la leche. El B-hidroxibutirato posee un efecto glucogénico
indirecto, menor al del propionato y mayor al del acetato.
Detectarla mediante el uso de pruebas especificas que permiten
determinar el aumento de la concentracién de cuerpos cetdnicos
como el B-hidroxibutirato en la sangre, o el acetoacetato en la

leche y orina. (Murray et al, 2009a)
2.1.4.1. Origen

La degradacion de los &cidos grasos contiene cuatro pasos que
son, en esencia, inversos los unos de los otros. La de gradacion
es un proceso oxidativo que convierte un acido graso en un grupo
de unidades de acetilo activadas (Acetil-CoA). (Berg, Tymoczko,
Stryer, 2008)
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Aun cuando los acidos se oxidan hacia Acetil-CoA y se sintetizan
a partir de esta Ultima, la oxidacién de acidos grasos no es la
reversion de su biosintesis, sino que es un proceso por completo
diferente que tiene lugar en un compartimiento separado de la
célula. La separacion entre la oxidacion de los acidos grasos en
las mitocondrias y en la biosintesis en el citosol permite que cada
proceso se controle de modo individual y se reintegre con los
requerimientos del tejido. Cada paso en la oxidacion de &cidos
grasos incluye derivados de Acetil-CoA, y es catalizado por
enzimas separadas, utiliza NAD+ y FAD como enzimas, y genera
ATP. Es un proceso aerobico. (Murray et al, 2009b)

El Acetil CoA producido en la B-oxidacion de los &acidos grasos
puede ser totalmente oxidado en la mitocondria durante el ciclo de
Krebs. Una fraccion importante del Acetii CoA puede, sin
embargo, convertirse en la mitocondria del higado en
acetoacetato y B-hidorxibutirato, compuesto que junto con la

acetona se denominan cuerpos ceténicos. (Murray et al, 2009c)

La formacion de cuerpos cetonicos incluye las siguientes

reacciones:

e Dos moléculas de Acetil CoA se condesan por accion de la
Acetil CoA acetiltransferasa o tilasa o acetil CoA transacetilasa
para formar acetoacetil CoA.

e Condensacion del acetoacetil CoA con una tercera molécula
de acetii CoA por accion de la hidroximetilglutarii CoA
sintetasa para formar 3-hidroxi B-metilglutaril CoA (HMG CoA);
el acetoacetato puede ser reducido a B-hidroxibutirato por la 3-
hidroxibutirato deshidrogenasa o] descarboxilarse
enzimaticamente en acetona.

e El cerebro, en condiciones normales, usan solamente glucosa
como fuente energética; los acidos grasos son incapaces de

atravesar la barrera energética; pero durante inanicion, los
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cuerpos cetonicos se transforman en las mayores de fuentes
de energia del cerebro. Los cuerpos cetonicos son los
equivalentes hidrosolubles de los &cidos grasos.

e Degradacion del HMG CoA a acetoacetato y acetil CoA por la
(HMG-CoA liasa).

e En condiciones normales, la formacion de acetona es
insignificante, pero en condiciones patoldgicas, la cantidad de
acetona en sangre puede ser suficiente como para ser

detectada. (Aquino y Zegarra, 2009)
2.1.4.2. Valores referenciales

El valor de referencia en los cuerpos cetonicos en preparto es
menor a 0.5 mmol/L y en la lactancia menor a 1.0 mol/L. El nivel

Optimo para vacas en lactancia es menor igual a 1.2 mmol/L.

Parametros para la evaluacién de B-hidroxibutirato en sangre

Normal < 1.2 mmol/L
Cetosis Clinica > 2.9 mmol/L
Cetosis Subclinica 1.2 — 2.9 mmol/L

Fuente: (Marroquin, 2013c).
2.1.4.3. Interpretacion

El valor mayor de BHBA en las vacas al inicio de la lactacién
refleja lipomovilizacion. Los valores menores de BHBA en vacas
lecheras reflejan menor lipomovilizacion. Fisiolégicamente se
encuentran valores basales de BHBA producto de la fermentacién
ruminal. El aumento BHBA de la concentracién se origina en la
movilizacion del tejido adiposo como respuesta al balance
energético negativo (BEN), situacidon frecuente en la primera
etapa de la lactacion. (Aguilar, 2012a)

La condicion corporal (CC) en el periodo seco, mostraron igual

40

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

valores altos de BHBA en el tropico en ganado lechero. La
concentraciéon de BHBA se encuentra relacionada directamente
con la tasa de movilizacion de reservas lipidicas en momentos de
déficit energético, y es el indicador mas usado para determinar
dicho balance. Altas concentraciones de BHBA estan
directamente relacionadas con tasas elevadas de movilizacion de
reservas grasas, del mismo modo, valores plasmaticos de BHBA
tienen una mayor utilidad en los casos en que la demanda de
glucosa por el organismo es critica como al inicio de la lactancia y
al final de la gestacion. Del mismo modo también es posible
determinar el balance energético en un animal aplicando la
prueba de Rothera que se realiza en muestras de leche siendo de
menor costo y mas facil implementacion en un hato, la cual tiene
una mayor sensibilidad para acetoacetato. Este dltimo es el
principal precursor de grasa en la leche, proviene de la formacion
de los acidos grasos volatiles sintetizados en el rumen producto
de la fermentacion de los carbohidratos de la dieta, aunque existe
un porcentaje muy pequefo que es de origen endogeno. (Aguilar,
2012b)

2.2. ANTECEDENTES DE INVESTIGACION.
2.2.1. Analisis de tesis.

Cucunubo L., Strieder C., Witwer F., Noro M. (2013). Diagndstico
de cetosis subclinica en vacas lecheras mediante el uso de

muestras de sangre, orina y leche, Colombia

El objetivo de este trabajo fue comparar y asociar la presentaciéon
de cetosis subclinica y balance energético negativo (BEN),
diagnosticados mediante las concentraciones de beta-
hidroxibutirato (BHBA) 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
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muestras de plasma, orina y leche semanalmente; en plasma se
determind las concentraciones de BHBA, &acidos grasos no
esterificados (NEFA) y glucosa; en orina se realizé la prueba de
Rothera y se determind la excreciéon de BHBA y el pH; en leche
se determiné el contenido de grasa y proteina. Se consider6 como
puntos de corte para cetosis _HB >1,0 >1,2 y >1,4 mmol/L y para
la presentacion de BEN cuando NEFA >300 pmol/L en preparto y
_HB >0,6 mmol/L en el posparto. La intensidad de la reaccion de
la prueba de Rothera y la concentracion de BHBA urinario se
relacionaron con las concentraciones de beta - HB plasmatico
(r=0,57, P<0,05 y r= 0,42, P<0,05, respectivamente). La prueba
de Rothera se asocio con los distintos puntos de corte de cetosis
(P<0,05), asi como con BEN(P<0,05). La concentracion
plasmatica de BHBA presenté una asociacion leve (P<0,05) con
NEFA vy glucosa y nula (P>0,05) con los indicadores lacteos vy el
pH urinario. Se concluye que las reacciones leve y moderada de
la prueba de Rothera en orina son indicadores de BEN, mientras
gue las reacciones moderada e intensa son indicadoras de cetosis

subclinica.

Marroquin, O. (2013). Evaluacion de los niveles de Cuerpos
Cetonicos utilizando metodos electronicos en vacas lecheras
Holstein post parto segun la condicion corporal y nivel productivo,
Arequipa 2013

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar los niveles de
cetonas, especificamente B Hidroxibutirato, en vacas lecheras
Holstein entre 20 a 50 dias post parto, dividiendo a estas en dos
grupos segun su estado de lactacion el primer grupo comprende
vacas entre los 20 y 35 dpp y el segundo entre los 36 y 50 dpp
utilizando un cetoémetro electrénico en el Fundo Don Quijote de la
Irrigacion de Yuramayo. Se utilizaron 20 vacas para cada grupo
las cuales fueron muestreadas, a las cuales se tomaron muestras

de sangre de la vena caudal, para luego ser colocadas en el
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cetdbmetro electronico (FreeStyle Optium), donde finalmente se
realizd la lectura. Los resultados de los niveles de B
Hidroxibutirato en sangre se evaluaron segun los siguientes
parametros: cetosis clinica (>2.9mmol/L), cetosis subclinica (1.2 —
2.9 mmol/L) y normal (< 1.2 mmol/L). Se encontraron niveles de 3
Hidroxibutirato de 2.68+1.70 mmol/L para el primer grupo (20 — 35
dpp), mientras que para el segundo grupo (36 — 50 dpp) los
niveles de B Hidroxibutirato fueron de 1.52+1.17 mmol/L. Luego
de ser evaluadas las muestras se observé si hay relacion entre la
condicion corporal y la presencia de cetosis asi también si hay
relacion entre la produccién de leche y la presencia de cetosis,
para lo cual se utilizé una prueba de chi cuadrado, la cual nos
indic6 que no existe relacion significativa tanto para condicion
corporal y produccién de leche con la presencia de cetosis. La
prevalencia de cetosis subclinica en relacion a las condicion
corporal se vio incrementada en aquellas vacas con una condicion
corporal entre 2.0 a 2.75 para el primer y segundo grupo con un
61.54% y 71.23% respectivamente mientras que la prevalencia de
cetosis subclinica en relacién a la produccion de leche se vio
incrementada en vacas con producciones menores a 35 kg con un
66.67% para ambos grupos. En tanto si hablamos del total de las
muestras tomadas para cada grupo la cetosis subclinica
representa el 45% y 40% para el primer y segundo grupo
respectivamente. No se encontré asociacion estadistica (p>0.05)
entre los dias post parto (estado de lactacion) y la presencia o
ausencia de la enfermedad. Al evaluar los animales segun el
namero de partos tampoco se encontrd asociacion estadistica
(p<0.05) entre el numero de partos y la presentacién o no de
cetosis (clinica o subclinica).

Céspedes, J. (2013) Evaluacion de los niveles de cetonas
utilizando el cetémetro electrdonico, en vacas lecheras Holstein en

la etapa de transicion y post parto. Fundo América, Irrigacion de
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Santa Rita de Siguas, Arequipa 2013

El presente trabajo tuvo como finalidad evaluar los niveles de
cetonas, en vacas lecheras Holstein en las etapas de transicion
(7dpp) y post parto temprano (20 dpp), utilizando un cetémetro
electrénico en el Fundo América de la Irrigacion de Santa Rita de
Siguas. Se utilizaron 20 vacas las cuales fueron muestreadas a
los 7 y 20 dias postparto, de las cuales se tomaron muestras de
sangre de la vena caudal, para luego ser colocadas en el
cetometro electréonico (OptiumXceed©), donde finalmente se
realizd la lectura. Los resultados de los niveles de
Hidroxibutirato en sangre se evaluaron segun los siguientes
pardmetros: cetosis clinica (>2.9mmol/L), cetosis subclinica (1.2 —
2.9 mmol/L) y normal (< 1.2 mmol/L). Se encontraron niveles de 3
Hidroxibutirato para vacas en transicion de 1.79+0.78 mmol/L, del
mismo modo para vacas en postparto temprano de
2.34+1.65mmol/L. Comparando los niveles de [ Hidroxibutirato
entre los 7 y 20 dpp de las vacas muestreadas, mediante una
prueba de t pareada, se produjo un incremento significativo
(p<0.05) en el promedio de este metabolito sanguineo entre el dia
7 (1.66 mmol/L) y el dia 20 (2.33 mmol/L).La prevalencia de
cetosis subclinica a los 7 dias post parto fue de 78,9%, A los 20
dias postparto la cetosis subclinica disminuyé a 47.4 %, sin
embargo la prevalencia de cetosis clinica se increment6 a un 26.3
% de los animales muestreados. Se encontré una fuerte
asociacion estadistica (p<0.05) entre los dias post parto (estado
de lactacion) y la presencia o ausencia de la enfermedad. Al
evaluar los animales segun el numero de partos no se encontrd
asociacion estadistica (p>0.05) entre el nimero de partos y la
presentacion o no de cetosis (clinica o subclinica) a los 7 y 20
dpp. Se aplicé un andlisis de regresion entre los valores de BHBA
medidos con el cetdmetro electrénico Optium Xceed© (sangre) y

el dispositivo Porta Check BHB® (leche) a los 7 dias post parto, el
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cual indic6 que existe una baja relacion (r?=0.49) entre el
cetoémetro electronico y el Porta Check BHB. Sin embargo cuando
se aplicé el mismo analisis a los 20 dias post parto, se encontré
que la relacion mejor6 notablemente (r?=0.77), pudiendo
establecerse que existe una mejor concordancia entre ambos
dispositivos en este estado de lactacion. El cetdmetro electronico
demostré una alta precision en la deteccion de vacas con cetosis
clinica y subclinica y por su practicidad y facil manejo constituyen
una herramienta invalorable para el diagndstico oportuno de esta
enfermedad metabdlica.

Céspedes, J. (2011). Presentacion de alteraciones metabolicas-
nutricionales en rebafos lecheros pastoriles de cinco macrozonas

en el sur de Chile.

En 13 rebafios lecheros de cinco macrozonas en el sur de Chile,
se determiné la presentacion de alteraciones metabdlico -
nutricionales de energia, proteina, minerales y acidosis ruminal
subaguda (SARA).Los rebafios se seleccionaron de las regiones
de Los Rios y de Los Lagos desde diferentes zonas
agroecoldgicas y cuya alimentacion principal estaba basada en el
pastoreo de praderas. En el otofio y la primavera de 2009, de
cada rebafio se seleccionaron 7 vacas multiparas en transicion
post parto (5 a 35 dias) y 7 vacas en el periodo alrededor del pico
de lactancia (50 a 120 dias). Posterior a la ordefia de la tarde, de
cada vaca se obtuvo muestras de sangre para evaluar el balance
metabdlico de energia y proteina y la sincronia ruminal de PDR:
energia, mediante las concentraciones plasmaticas de acidos
grasos no esterificados, beta-hidroxibutirato, albimina y urea. El
balance metabdlico mineral se determiné mediante la medicién de
las concentraciones plasmaticas de Ca, fosfato inorganico (Pi),
Mg, K y Cu; concentraciones séricas de Zn, Na y la actividad
sanguinea de GPx (E.C.1.11.1.9). También se obtuvo una

muestra de liquido ruminal, mediante ruminocentesis dorsal en el
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flanco izquierdo, para la determinacion del pH. Se calcul6 la
media + DE en cada variable, segin periodo de lactancia y
estacion del afio.Se determinaron las diferencias entre periodos y
estacion (ANDEVA o Kruskal-Wallis). Las frecuencias de
presentacion de las alteraciones metabdlico-nutricionales de
energia, proteina, minerales y de SARA y sus diferencias entre
periodos y estaciones fueron determinadas (tabla de contingencia
2x2). Se considero significativo P < 0,05. Las variables analizadas
sefialaron que las principales alteraciones metabdlico -
nutricionales fueron: balance energético negativo (BEN) severo
(66%) y asincronia ruminal de PDR: energia (80%) distribuidos en
ambos periodos y estaciones, mientras que cetosis (3%) y
carencia de PDR (7%) se observaron en baja frecuencia. El
principal factor de variacion fue el rebafio. Carencias de minerales
se observaron tanto en otofio como en primavera siendo la
estacion del afio y el rebafio los factores mas significativos. Las
carencias mas importantes fueron de Ca (19%), Mg (30%), Na
(18%), K (21%) y Se (13%). Mientras que el exceso de minerales
mas importante fue el de Pi (23%) principalmente en prima vera,
excesos de Ca (9%) y Cu (7%) se observaron en ambos periodos
de lactancia y estaciones. Los principales factores de variacion del
pH del liquido ruminal fueron aquellos asociados al rebafio y a la
estacion del afo. SARA se observdé en ambos periodos de
lactancia y estaciones del afio (19%) con una tendencia a

presentar mayores frecuencias en otofio.

Aguilar, A (2012). Perfil metabdlico en ganado lechero, Cuenca-

Ecuador.

Con el objetivo de proporcionar un documento bibliografico a
ganaderos, estudiantes de Medicina Veterinaria, Profesionales
agropecuarios, sobre la importancia del “Perfil metabdlico en el
ganado lechero.” Sobre estos trastornos que se presentan con

mucha frecuencia en las vacas lecheras en forma subclinica. Los
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animales pueden llegar a disminuir en un 10 a 25% su produccion
y baja su fertilidad, aunque en apariencia pueden mostrar buen
estado de salud, sin que el propietario se percate de su presencia.
Uno de los cambios fisiolégicos que experimenta el animal al
acercarse a la lactancia es el aumento en sus requerimientos
energeéticos, que pueden incrementarse hasta un 23% durante el
ultimo mes de gestacion, ademas, durante este tiempo el
consumo de alimento disminuye hasta un 30%, conduciendo a la
vaca a un balance energético negativo que empieza un mes antes
del parto, esto se acentla en la primera semana postparto y se
puede extenderse hasta la séptima semana postparto. El balance
energético negativo obliga a la vaca a realizar un ajuste
metabolico que se caracteriza por la movilizacion de sus reservas
(lipidos corporales) y por el aumento de la concentracion
plasmatica de acidos grasos libres. Para evaluar el grado de
movilizacion de los lipidos y la magnitud del desequilibrio
energético se han empleado las pruebas quimicas séricas
denominadas perfiles metabdlicos. Es un método de diagnostico
paraclinico para detectar alteraciones metabdlicas en rebarfios
lecheros. Los analitos (sustancias) mas usados con este propdsito
son: glucosa, -colesterol, triglicéridos, AGL, butiratos beta-

hidroxibutirato.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES
3.1.1. Localizacion del trabajo
3.1.1.1. Espacial.

El presente trabajo se realiz6 en Establo Los Rosales de Agricola
Pampa Baja SAC, ubicado en la Irrigacion Majes, Distrito de

Majes, Provincia de Caylloma y Departamento de Arequipa:

e Se encuentra a 100 km de la capital del Departamento de
Arequipa.

e A una altitud entre los 1400 y 1700 m.s.n.m.

e Con una temperatura promedio maxima es de 22.9 C° y la

temperatura promedio minima es de 16.7 C°.
3.1.1.2. Temporal.

El periodo de andlisis de datos y experimentacion del presente
trabajo de investigacion se realizo entre los meses de Enero a
Mayo del 2015.

3.1.2. Materiales biolégicos.

e Muestras de sangre.

e Vacas Holstein Friesian.
3.1.3. Materiales de laboratorio
e Mandil blanco
3.1.4. Materiales de campo

e Registros reproductivos del productor.
e Algodon.
e Soga.
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e Maletin médico de campo.
e Botas de campo.
e Mameluco de trabajo.

e Guantes de latex.
3.1.5. Equipos y maquinaria

e Teléfono movil.
e Centrifuga.

e Fotocolorimetro.
3.1.6. Otros materiales

e Materiales de escritorio
e Material fotografico
e Material de impresién

e Equipo de procesamiento de datos (laptop)

3.2. METODOS
3.2.1. Muestreo
3.2.1.1. Universo

Vacas en post parto temprano entre 0 y 45 dias post parto,

aproximadamente 350 vacas en el establo en estudio.
3.2.1.2. Tamafio de la muestra

Se seleccion6 una muestra del tamafio conveniente de 60 vacas
tomadas aleatoriamente de la poblacion total de vacas en post
parto temprano entre 0 y 45 dias post parto del establo, al inicio
del estudio, para garantizar un namero minimo de 20 vacas o

repeticiones por cada tratamiento.
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3.2.1.3. Factores de Inclusién

e Vacas entre 0 y 45 dias post parto (dpp).
e Vacas primiparas y multiparas.

e Vacas de la raza Holstein.
3.2.1.4. Factores de Exclusién

e Vacas con signos de enfermedad

e Vacas de mas de 45 dias postparto
3.2.2. Metodos de evaluacion
3.2.2.1. Metodologia analitica:
Determinacion de B-hidroxibutirato en sangre:
METODO UV (ultra Violeta)

Se utilizé el método cinético enzimatico para medir el nivel de D-3-
hidroxibutirato en suero o plasma. El método se basa en la
oxidacion de D-3-hidroxibutirato a acetoacetato por accion de la
enzima 3-hidroxibutirato deshidrogenasa. Concomitante con esta
oxidacion, el cofactor NAD se reduce a NADH y el cambio de
absorbancia asociado estd en relacion directa con la
concentracién de D-3-hidroxibutirato. (Randox, 2010a)

Principio

3-hidroxibutirato

D-3-hidroibutirato + NAD" —> Acetoacetato + H'+ NADH

Deshidrogenasa

MUESTRA

Suero, plasma heparinizado o EDTA plasma.
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Composicion del reactivo

Componentes Concentraciones iniciales de
las Soluciones

Rla. Tampédn

Tampon tris 100 mmol/l, pH 8,5

EDTA 2 mmol/l

Acido oxalico 20 mmol/l
R1b. Enzima/Coenzima

NAD* 2,5 mmol/l

3-HBDH 0,12 U/ml
CAL Patrén

D-3-hidroxibutirato

PREPARACION DE LOS REACTIVOS
Rla. Tampdn

Listo para su uso. Estable hasta la fecha de caducidad cuando se

conserva entre +2 y +8°C.
R1b. Enzima/Coenzima
RB 1007 10 x 10 ml

Se reconstituy6 el contenido de un vial de Enzima/ Coenzima R1b
con 10 ml de Tampdén Rla. Estable durante 24 horas entre +15 y
+25°C 0 7 dias entre +2 y +8°C.

CAL Patrén (1 mmol/l)

Listo para su uso. Estable hasta la fecha de caducidad cuando se
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conserva entre +2 y +8°C. (Randox, 2010b)

Para uso manual

longitud de onda: 340 nm (Hg 334 nm o Hg 365 nm)

cubeta: 1 cm de espesor
Temperatura: 37°C
Medicion: Frente a reactivo blanco

Pipetear en tubos de ensayo:

Micro Semimicro
Patrén o Reactivo Patrén o Reactivo
Muestra Blanco muestra Blanco
Patréon 75 ul 25 ul
Muestra
S 75 pl 25 pl
Agua destilada
E 3,00 ml 3,00 ml 1,00 1,00 ml
Reactivo

Utilizo el sistema semimicro, mezclando € incubando durante 30
seg a 37°C y midiendo posteriormente la absorbancia en un
analizador bioquimico semiautomatico, EMP 168-Vet. ©. Se ley6
de nuevo la absorbancia al cabo de 1, 2 y 3 min. Se determiné la
variacion de absorbancia media por min. (A A) y se utiliz6 para los
calculos. (Randox, 2010c)

Célculos

ﬂ AI‘I"ILEE‘I:I"EI.

—— X Conc. De patrén
ﬂ AI‘I"ILEE‘I:I"E.
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LINEALIDAD

El método es lineal entre concentraciones de 0,1 a 3.2 mmol/l. Las
muestras con concentraciones superiores deberan diluirse 1+2
con agua destilada. El resultado debera multiplicarse por 3.
(Randox, 2010d)

SENSIBILIDAD

La minima concentracion detectable con un nivel de precision
aceptable de la D-3-Hidroxibutirato se determind en 0,200 mmol/I.
(Randox, 2010e)

3.2.2.2. Metodologia de le experimentacion

e Las muestras de sangre obtenidas de la vena caudal de cada
vaca, fueron sometidas a la centrifuga, para obtener el suero
sanguineo de cada muestra.

e Culminado el paso anterior se procede a la preparacion del
reactivo, reconstituyéndolo  (mezclando un  vial de
enzima/coenzima R1b con 10 ml de Tampon R1la.

e Ahora toca hacer la preparacion del reactivo blanco el cual se
obtuvo de la mezcla de 25 ul de agua destilada con 1 ml del
reactivo preparado, el cual se incubo a 37°C por 30 segundos ,
luego fue llevado a realizar su lectura al fotocolorimetro.

e Terminado el paso anterior, se tuvo que realizar el mismo
procedimiento, solo que ahora se utilizé6 suero sanguineo con el
reactivo, para cada una de las muestras.

e Los resultados encontrados se compararon con los siguientes
parametros de evaluaciéon de BHB en sangre, donde se encontro
gue el nivel; normal<1.2 mmol/L, cetosis clinica>2.9 mmol/L y

cetosis Subclinica de 1.2 a 2.9 mmol/L.
3.2.2.3. Recopilacién de la informacion

e En campo: La informacién se obtuvo mediante la toma de muestra
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sanguinea y la realizacion del test Randox.
e En biblioteca: recopilacién de datos para la elaboracion del marco
conceptual.

e En otros lugares: Internet.
3.3. VARIABLES DE RESPUESTA
3.3.1. Variables independientes

e Numero de parto.
¢ Nivel productivo.

e Dias en lactacion

3.3.2. Variables dependientes

¢ Niveles de B-hidroxibutirato en (mmol/L) segun
o Numero de parto (Primiparas y Multiparas)
o Nivel de produccién (Alta, Media, Baja)
o Dias en lactacion (0-15,16-30 y 31-45)

e Prevalencia de cetosis clinica (%).

e Prevalencia de cetosis subclinica (%).
3.4. EVALUACION ESTADISTICA
3.4.1. Disefo experimental
3.4.1.1. Unidades experimentales

Dado el caracter del estudio, cada vaca muestreada constituyo

una unidad experimental.
3.4.1.2. Andlisis Estadisticos

Se utiliz6 una prueba de t para comparar los niveles de [-
hidroxibutirato segun nimero de parto (primiparas y multiparas) a
un nivel de significancia de a= 0.05.
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Para establecer las diferencias segin numero de parto y dias en
lactacion se utiliz6 un andlisis de varianza en un disefio de
blogues completos al azar donde los tratamientos fueron los dias
en lactacion (0-15,16-30 y 31-45) y los bloques el nUmero de parto

(primiparas y multiparas).

El modelo lineal usado fue el siguiente

Vi = H+T+ f; + &
para i=12,...,a; j=12,..,b

Dénde:

yij :es la observacion relativa al i-esimo tratamiento del j-ésimo

bloque.

U : es la gran media

T; : es el efecto del i-ésimo tratamiento.

Bj: es el efecto del j-ésimo bloque.

gj: es el error aleatorio correspondiente a la observacion yj

Las diferencias estadisticamente significativas se establecieron a
un valor de p<0.05 y las altamente significativas a un valor de
p<0.01. (Zegarra, 2012)

3.4.1.3. Andlisis de Significancia

Para la comparacion y separacion de promedios, se aplico la
prueba de Tuckey (a=0.05) (Calzada, 1970).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Validacién por fotocolorimetria de la técnica de determinaciéon de B-

hidroxibutirato (BHBA) en muestras de suero sanguineo.

El procedimiento de validaciébn consisti6 en la evaluacién del protocolo
Ranbut (Randox,UK) como método analitico para la determinacion de BHBA
en muestras de suero sanguineo, en un total de 10 muestras aleatorias de
vacas en postparto temprano. Se determiné los valores promedio, rango,
desviacién estandar y otros de estadistica descriptiva (Cuadro N° 1) y se
compararon con los valores reportados en la bibliografia y con el manual del
kit, evaluando la sensibilidad y linealidad de los valores reportados.

Cuadro N° 1.
Prueba de validacion del kit de D-3 hidroxibutirato (Ranbut) mmol/L

Prueba de validacion

Media 0.35
Error tipico 0.09
Mediana 0.25
Moda 0.10
Desviacién estandar 0.28
Varianza de la muestra 0.08
Curtosis 4.08
Coeficiente de asimetria 1.87
Rango 0.93
Minimo 0.10
Maximo 1.03

Se encontré un promedio de 0.35+0.28 mmol/L de BHBA con una mediana
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de 0.25 y una moda de 0.10 mmol/L. La curtosis fue de 4.08 y el coeficiente
de asimetria de 1.87. Del mismo modo se encontré un rango que vario desde
0.10 mmol/L hasta 1.03 mmol/L como maximo. En términos generales los
valores encontraron estuvieron dentro del rango reportado por la bibliografia
(Wittwer, 2012) aungque se observo una alta variabilidad individual en los

animales evaluados.

4.2. Evaluacion de los niveles de B-hidroxibutirato en vacas lecheras

post parto de alta produccion

4.2.1. Comparaciéon de los niveles de B-hidroxibutirato segun

numero de parto y dias en lactacion

Se compararon los niveles de BHBA entre vacas multiparas y
primiparas a los 0-15, 16-30 y 31-45 dias postparto cuyos
resultados de muestran en el Cuadro N° 2

Cuadro N° 2.
Comparacion de los niveles de B-hidroxibutirato (mmol/L) segun numero
de parto y dias en lactacion

0-15 16-30 31-45 Promedio
Primiparas 0.364 0.330 0.289 0.328?
Multiparas 0.265 0.360 0.408 0.3442
Promedio 0.314% 0.345% 0.348%

Promedios con letras iguales no difieren estadisticamente p>0.05

Se encontré que en el grupo de vacas primiparas, hubo una disminucién en
los niveles de BHBA desde los 0-15 dias hasta los 31-45 dias postparto
aunque a la comparacion por medio de un analisis de varianza no hubo

diferencias estadisticas significativas (p>0.05) entre los dias en lactacion.
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Niveles de BHBA en vacas primiparas (mmol/L)

0.4 -
0.33
0.35 -
0.289
03 -
0.25 -
02 - M BHBA (mmol/L)
0.15 -
0.1 -
0.05 -
0 ; ; .
0-15 16-30 31-45

Se encontrd que en el grupo de vacas multiparas, hubo un incremento en los
niveles de BHBA desde los 0-15 dias hasta los 31-45 dias postparto aunque
a la comparacion por medio de un analisis de varianza, no hubo diferencias

estadisticas significativas (p>0.05) entre los mismos.

Niveles de BHBA en vacas multiparas (mmol/L)

0.45 - 0:408

0.4 - 0.3

0.35 -

03 -

0.25 -

H BHBA (mmol/L)

0.2 -

0.15 -

0.1 -

0.05 -

0-15 16-30 31-45

En cuanto al numero de parto (paridad) hubo un ligera diferencia en los
niveles de BHBA entre vacas primiparas (0.328 mmol/L) y multiparas (0.344
mmol/L), aunque la misma tampoco fue estadisticamente significativa
(p>0.05).

Todo esto se debe, a que existe un buen balance nutritivo de la racion,
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destinada a cada grupo, de acuerdo a su necesidad fisiologica y de

produccion.

Niveles de BHBA segun n° de parto (mmol/L)

0.344

0.345 7

0.340 A

0.335 A
0.328

H BHBA (mmol/L)
0.330

0.325 A

0.320 A

0.315

Primiparas Multiparas

Céspedes (2013) en un estudio en vacas lecheras Holstein en las etapas de
transicion (7 dpp) y post parto temprano (20 dpp), utilizando un cetometro
electronico en la Irrigacion de Santa Rita de Siguas, encontré niveles de
BHBA de 1.79 a 2.34 mmol/L. Marroquin , 2013d, en un estudio similar pero
en la Irrigacion Yuramayo, usando la misma metodologia, encontré valores
de BHBA de 2.68+1.70 mmol/L para el primer grupo (20 — 35 dpp), mientras
gue para el segundo grupo (36 — 50 dpp) los niveles de BHBA fueron de
1.52+1.17 mmol/L. En ambos casos los valores fueron superiores a los
reportados en el presente estudio. Esta diferencia podria deberse a multiples
factores, dentro de los que se encuentran el manejo nutricional que es
diferente en cada establo, el nivel de produccion e inclusive el método
utilizado para la medicion de BHBA. Cucunubo, Strieder, Witwer y Noro,
(2013), en un estudio realizado en Valdivia, Chile reportd valores de
0.53+0.33 mmol/L de BHBA en el 80.2 % de las muestras sanguineas de
vacas Holstein evaluadas entre la 3ra y 8va semanas post parto en una dieta
en base a pastura y concentrado. Wittwer, (2012) report6 valores de 0.40+0.1
mmol/L de BHBA en vacas lecheras de 3 semanas de lactancia, valor muy

similar al encontrado en el presente estudio. En términos generales los
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valores de BHBA son muy dependientes de la dieta y la disponibilidad de

carbohidratos fermentables para la produccion de energia a nivel ruminal, es

por ello que en raciones adecuadamente balanceadas y acordes con los

requerimientos nutricionales es de esperar que los valores de BHBA se

encuentren en los limites inferiores o minimos, como parece haber sido el

caso del presente establo bajo estudio.

4.3. Determinar la prevalencia de cetosis clinica y subclinica segun los

niveles de B-hidroxibutirato encontrados en vacas lecheras post

parto de alta produccién

Se establecieron los valores limite o puntos de corte para clasificar los casos

de cetosis clinica, subclinica y normales segun Oetzel, (2012) quien

menciona los siguientes parametros segun los niveles de 3 Hidroxibutirato en

sangre: cetosis clinica (>2.9mmol/L), cetosis subclinica (1.0 — 2.9 mmol/L) y

normal (< 1.0 mmol/L), estableciéndose la prevalencia segun el Cuadro 3.

Cuadro N° 3.
Prevalencia general de cetosis
Positivos % Negativos % Total
3 5.0 57 95.0 60
Prevalencia general

5%

M Positivos

H Negativos
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Del mismo modo se establecid, bajo el mismo criterio la prevalencia de
cetosis clinica y subclinica. (Cuadro 4)

Cuadro N° 4,
Prevalencia de cetosis clinicay subclinica
Clinica % Subclinica % Negativos %
0 0.0 3 5.0 57 95.0

Prevalencia de cetosis clinica 'y
subclinica

B Clinica MSubclinica @ Negativos

0% 5%

Se encontr6 en términos generales una baja prevalencia de cetosis
subclinica (5%) y nula de cetosis clinica durante el periodo en estudio, lo cual
se evidencio también por la ausencia de casos de cetosis con sintomatologia
clinica evidente.

Algunos autores consideran cetosis subclinica cuando las concentraciones
sanguineas de BHBA superan los 1,2 o 1,4 mmol/L (Roussel et al, 1982;
Geishauser et al. 2001; Carrier et al, 2004; Duffield et al, 2004; Oetzel, 2012;
2007). Asi mismo se han reportado frecuencias de presentacion de cetosis
subclinica tan amplias como 3,7% (Drackley, 1999), 8,9 - 34% (Duffield y col,
2004) y 43% (Geishauser et al, 2001), lo cual refleja la alta variabilidad entre
establos y sistemas productivos como causa de diferentes porcentajes de
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prevalencia de esta enfermedad metabdlica.

La razones fundamentales por las cuales se presentaron estos resultados
son el buen balanceo del alimento, de acuerdo a la necesidad nutritiva de
cada grupo, la presencia de este 5% de cetosis subclinica serian por casos

aislados (competencia por el alimento, patologia, etc.).

4.4. Determinacion de la eficacia de la técnica de medicion de -

hidroxibutirato en sangre para el diagnostico de cetosis bovina.

Se evaluo la eficacia de la técnica de medicion de B-hidroxibutirato en sangre
mediante un andlisis de regresion entre los valores de BHBA de cada animal
evaluado y su respectiva produccion de leche registrada el dia de muestreo
de sangre, encontrdndose una tendencia lineal que refleja que a mayor
produccion de leche los valores de BHBA se incrementan también, pero
observandose que existe una gran dispersién de los datos (r?=0.28) para
valores inferiores a 0.6 mmol/L considerados como normales, y con escasos
valores superiores a 0.6 pero inferiores a 1.0 mmol/L, considerados como en
balance energético negativo (Wittwer, 2012) y finalmente con solo 3 valores
superiores a 1.0 mmol/L considerados como cetosis subclinica.(Oetzel,
2012). Grafico N°

Grafico N° 1.
Eficacia de la técnica de B-hidroxibutirato en sangre para detectar casos
de cetosis clinica, subclinica y balance energético negativo
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Se realiz6 también un analisis de varianza para evaluar los niveles de

produccion de leche de los animales seleccionados segun paridad o nimero

de partos y los dias de lactacion, encontrandose que hubo diferencias

altamente significativas (p<0.01) en produccion de leche entre vacas

primiparas y multiparas (39.4 vs 51.9 lIts/v/dia) pero no hubo diferencias

estadisticas significativas entre dias en lactacion (p>0.05) y tampoco hubo

interaccidn significativa entre la paridad y los dias en lactacién (p>0.05).

Estas diferencias entre el promedio de produccion de leche, es porque las

vacas primiparas no alcanzan un pico de lactacion tan alto como las

multiparas, esto se debe a que destinan mayor cantidad de nutrientes para

su propio crecimiento a diferencia de las multiparas que la destinan a

produccion de leche.

Cuadro N° 5

Cuadro N° 5,

Comparacion de los niveles de produccion de leche (Its/v/dia) segun
numero de parto y dias en lactacion

0-15 dias 16-30 dias 31-45 dias Promedio
Primiparas 38.2 37.9 42.2 39.4%
Multiparas 49.5 55.4 50.9 51.9°
Promedio 43.8° 46.6° 46.5°

Promedios con letras iguales no difieren estadisticamente p>0.05
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V. CONCLUSIONES

e Se realizd una prueba de validacién de la técnica de determinacion de -
hidroxibutirato (BHBA) en muestras de suero sanguineo por
fotocolorimetria, obteniéndose un promedio de 0.35+0.28 mmol/L de BHBA
con una mediana de 0.25 y una moda de 0.10 mmol/L. La curtosis fue de
4.08 y el coeficiente de asimetria de 1.87. Del mismo modo se encontré un
rango que vario desde 0.10 mmol/L hasta 1.03 mmol/L como maximo, los
valores encontrados estuvieron dentro del rango reportado por la
bibliografia.

e Se encontro que en el grupo de vacas primiparas, hubo una disminucion en
los niveles de BHBA desde los 0-15 dias hasta los 31-45 dias postparto
aunque  estas diferencias no fueron estadisticamente significativas
(p>0.05), mientras que en el grupo de vacas multiparas, hubo un
incremento en los niveles de BHBA desde los 0-15 dias hasta los 31-45
dias postparto aunque, tampoco hubo diferencias estadisticas significativas
(p>0.05) entre los mismos.

e En cuanto al nimero de parto (paridad) hubo un ligera diferencia en los
niveles de BHBA entre vacas primiparas (0.32 mmol/L) y multiparas (0.34
mmol/L), aunque la misma tampoco fue estadisticamente significativa
(p>0.05).

e Se encontr6 una baja prevalencia de cetosis subclinica (5%) y nula de
cetosis clinica durante el periodo en estudio.

e Se encontrd una tendencia lineal que refleja que a mayor produccion de
leche los valores de BHBA se incrementan también, con una gran
dispersion de los datos (r?=0.28) para valores inferiores a 0.6 mmol/L
considerados como normales, con escasos valores superiores a 0.6 pero
inferiores a 1.0 mmol/L, considerados como en balance energético negativo
y finalmente con solo 3 valores superiores a 1.0 mmol/L considerados como

cetosis subclinica.
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VI. RECOMENDACIONES

e Se recomienda la evaluacion y calibracién periddica de la técnica de
fotocolorimetria enziméatica para determinar BHBA en sangre.

e Se recomienda monitorear periédicamente los valores de BHBA sanguineo
en vacas durante los primeras 3 a 6 semanas post parto para identificar
casos de cetosis subclinica tempranamente

e Se recomienda evaluar otros metabolitos sanguineos como los &acidos
grasos no esterificados conjuntamente con BHBA para aumentar la
especificidad de la evaluacion.

e Se recomienda utilizar la técnica fotocolorimétrica de BHBA sanguineo por
demostrar una muy buena eficacia en la deteccién de problemas de cetosis

clinica y subclinica en vacas lecheras en lactancia de alta produccion
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ANEXOS
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ANEXO N° 1
MULTIPARAS DE: 0 -15 DIAS
N° ID CORRAL LACTACION DIAS EN RESULTADO
LACTACION TEST
1 3177 7 7 5 0.34
2 5785 7 3 6 0.33
3 5796 7 3 11 0.35
4 6133 7 2 15 0.18
5 6186 7 2 13 0.31
6 6539 7 2 9 0.22
7 6744 7 2 11 0.35
8 6844 4 2 12 0.20
9 7004 4 2 4 0.30
10 6649 7 2 15 0.07
MULTIPARAS DE: 16 - 30 DIAS
ID CORRAL LACTACION DIAS EN RESULTADO
LACTACION TEST
11 3724 7 5 24 0.67
12 5748 7 3 25 0.43
13 6245 7 2 24 0.20
14 6592 7 2 25 0.84
15 6642 7 2 18 0.35
16 6887 8 2 26 0.14
17 6911 8 2 30 0.13
18 6973 7 2 18 0.32
19 4932 8 4 29 0.31
20 5623 7 3 16 0.21
MULTIPARAS DE: 31 - 45 DIAS
ID CORRAL LACTACION DIAS EN RESULTADO
LACTACION TEST
21 4453 8 4 42 0.22
22 5277 8 3 35 0.40
23 6027 8 2 31 0.83
24 6599 8 2 33 0.25
25 6730 8 2 38 0.28
26 6820 8 2 45 0.40
27 4039 8 5 37 0.21
28 6014 8 3 31 0.26
29 6578 8 2 44 1.11
30 6914 8 2 33 0.12
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PRIMIPARAS DE: 0 -15 DIAS

DIAS EN RESULTADO

ID CORRAL LACTACION LACTACION TEST
31 7688 7 1 6 0.51
32 7696 7 1 13 0.30
33 7786 7 1 13 0.38
34 7792 7 1 14 0.23
35 7807 7 1 8 0.48
36 7944 7 1 14 0.46
37 7973 7 1 11 0.41
38 8008 4 1 12 0.23
39 8017 4 1 12 0.43
40 8131 4 1 4 0.21

PRIMIPARAS DE: 16 - 30 DIAS

ID CORRAL LACTACION DIAS EN RESULTADO

LACTACION TEST
41 7803 8 ) 29 0.04
42 7820 7 1 20 0.40
43 7880 7 1 16 0.42
44 7927 7 1 25 0.01
45 8015 7 1 17 0.18
46 8025 7 1 21 0.23
47 8031 7 1 21 0.52
48 8052 7 1 18 0.26
49 8065 7 1 18 0.21
50 8090 8 1 29 1.03

PRIMIPARAS DE: 31 -45 DIAS

DIAS EN RESULTADO

ID CORRAL LACTACION LACTACION TEST
51 7780 8 s 43 0.19
52 7868 8 1 43 0.23
53 7884 8 1 36 0.16
54 7996 8 1 37 0.31
55 7824 8 1 38 0.08
56 7827 8 1 34 0.15
57 7831 8 1 41 0.06
58 7927 8 1 34 0.22
59 7998 8 1 37 0.25
60 8027 8 1 31 1.24
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Anilisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo

Primiparas Multiparas BHBA (mmol/L)
RESUMEN 0-15 16-30 31-45 Total
Cuenta 10 10 10 30
Suma 3.64 3.3 2.89 9.83
Promedio 0.364 0.33 0.289 0.328
Varianza 0.012715556 0.086377778 0.117387778 0.068156437
Cuenta 10 10 10 30
Suma 2.65 3.6 4.08 10.33
Promedio 0.265 0.36 0.408 0.344
Varianza 0.008783333 0.053888889 0.099084444 0.053852989
Total

Cuenta 20 20 20
Suma 6.29 6.9 6.97
Promedio 0.3145 0.345 0.3485
Varianza 0.012762895 0.066678947 0.106266053
ANALISIS DE VARIANZA

VARIABLES Sscc GL cM F Probabilidad Valor critico para F
numero de parto 0.004166667 1 0.004166667 0.066095989 NS 0.7980 4.01954096
dias de lactacion 0.01399 2 0.006995 0.110961946 NS 0.8951 3.168245967
Interaccién 0.120143333 2 0.060071667 0.952919093 NS 0.3920 3.168245967
Dentro del grupo 3.40414 54 0.06303963
Total 3.54244 59
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MULTIPARAS DE: 0 -15 DIAS
N° ID CORRAL LACTACION |PRODUCCION
1 3177 7 7 59
2 5785 7 3 48
3 5796 7 3 64
4 6133 7 2 54
5 6186 7 2 60
6 6539 7 2 30
7 6744 7 2 41
8 6844 4 2 57
9 7004 4 2 40
10 6649 7 2 42
MULTIPARAS DE: 16 - 30 DIAS

ID CORRAL LACTACION |PRODUCCION
11 3724 7 5 57
12 5748 7 3 63
13 6245 7 2 57
14 6592 7 2 71
15 6642 7 2 53
16 6887 8 2 40
17 6911 8 2 37
18 6973 7 2 55
19 4932 8 4 59
20 5623 7 3 62

MULTIPARAS DE: 31 - 45 DIAS

ID CORRAL LACTACION |PRODUCCION
21 4453 8 4 58
22 5277 8 3 65
23 6027 8 2 45
24 6599 8 2 51
25 6730 8 2 50
26 6820 8 2 56
27 4039 8 5 38
28 6014 8 3 52
29 6578 8 2 50
30 6914 8 2 44
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PRIMIPARAS DE 0 - 15 DIAS

ID CORRAL LACTACION |PRODUCCION
31 7688 7 1 27
32 7696 7 1 37
33 7786 7 1 42
34 7792 7 1 50
35 7807 7 1 38
36 7944 7 1 34
37 7973 7 1 40
38 8008 4 1 35
39 8017 4 1 37
40 8131 4 1 42

PRIMIPARAS DE: 16 - 30 DIAS

ID CORRAL LACTACION |PRODUCCION
41 7803 8 1 48
42 7820 7 1 29
43 7880 7 1 41
44 7927 7 1 36
45 8015 7 1 42
46 8025 7 1 33
47 8031 7 1 35
48 8052 7 1 43
49 8065 7 1 29
50 8090 8 1 43
PRIMIPARAS DE: 31 -45 DIAS
ID CORRAL LACTACION |PRODUCCION
51 7780 8 1 42
52 7868 8 1 55
53 7884 8 1 40
54 7996 8 1 50
55 7824 8 1 41
56 7827 8 1 35
57 7831 8 1 38
58 7927 8 1 36
59 7998 8 1 46
60 8027 8 1 39
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Andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo

RESUMEN 0-15 16- 30 31-45 Total
Cuenta 10 10 10 30
Suma 382 379 422 1183
Promedio 38.2 37.9 42.2 39.43
Varianza 36.4 41.66 40.4 40.74
Cuenta 10 10 10 30
Suma 495 554 509 1558
Promedio 49.5 55.4 50.9 51.93
Varianza 120.9444444  104.9333333 58.54444444 94.82
Total

Cuenta 20 20 20

Suma 877 933 931

Promedio 43.85 46.65 46.55

Varianza 108.1342105 150.0289474 66.78684211

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Sscc GL Cme F Probabilidad Valor critico para F
Paridad 2343.75 1 2343.75 34.905 2.394E-07 4.020
Dias postparto 100.93 2 50.47 0.752 0.4765 3.168
Interaccién 204.40 2 102.20 1.522 0.2275 3.168
Dentro del grupo 3625.90 54 67.15
Total 6274.98 59
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REPOSITORIO DE

ANEXO 2

SECUENCIA FOTOGRAFICA

FOTOGRAFIA N°1: Limpieza de la zona FOTOGRAFIA N°2: Extraccion de muestra de

muestreo. sangre.

FOTOGRAFIA N°4: Muestras sometidas a
centrifuga.

FOTOGRAFIA N°3: Muestra de sangre extraida.

FOTOGRAFIA N°5: Kit de diagnéstico utilizado. FOTOGRAFIA N°6: Lectura de las muestras

procesadas.
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