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RESUMEN

Se determind el efecto de la mastitis subclinica (MSC) sobre la fertilidad en vacas
Holstein mestizas, en el Azuay y Cafar. Se realizaron tres ensayos; el primero
evaluo el efecto de MSC sobre el porcentaje de prefiez, se muestrearon 60 vacas
con MSC y 60 sanas, el diagnostico de MSC fue realizado mediante recuento de
células somaticas, para determinar el porcentaje de prefiez se uso la informacion
de la primera inseminacién pos diagnoéstico de MSC. EIl segundo experimento
valor6 tamario del foliculo preovulatorio (TFPO) y el % de ovulacion mediante
ecografia, 54-56h posretiro del implante; el % de ovulacion 48 h posteriores al
dia cero. Se valoraron dos tratamientos: T1 (n= 40) vacas con MSC y T2 (n= 40)
vacas sanas; para homogenizar el dia de ovulacién se realizé una IATF
convencional. El tercer ensayo determind la relacion entre estrogenos en sangre
y liquido folicular, se utilizaron dos tratamientos: T1 (n= 10) vacas con MSCy T2
(n= 10) vacas sanas; la valoracion hormonal se realiz6 mediante
Electroquimioluminisencia. El analisis estadistico fue realizado en SPSS
version® 25. Se establecié que las vacas con MSC presentaron menor
porcentaje de prefiez (48,3%), vs las sanas (68,3%) (P<0.05). El TFPO y el %
ovulacién fueron similares entre tratamientos (P>0,05). En cuanto a los niveles
de estrogenos en suero sanguineo, las vacas con MSC presentaron valores mas
altos (73,9 pg/ml) vs 37,4 pg/ml (vacas sanas) (P<0.05), no asi en liquido folicular

(P>0,05). Se concluye que la MSC impacta negativamente sobre la prefez.

Palabras clave: Mastitis subclinica. Estrégenos. Liquido folicular. Células

somaticas. Prefiez.
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ABSTRACT

The effect of subclinical mastitis (MSC) on fertility in Holstein mestizo cows, in
Azuay and Cafar was determined. Three trials were performed; the first one
evaluated the effect of MSC on the percentage of pregnancy, 60 cows were
sampled with MSC and 60 healthy, the diagnosis of MSC was made by somatic
cell count, to determine the percentage of pregnancy the information of the first
post-diagnosis insemination was used of MSC. The second experiment
evaluated the size of the preovulatory follicle (TFPO) and the% of ovulation by
ultrasound, 54-56h post-implant removal; % ovulation 48 h after day zero. Two
treatments were evaluated: T1 (n = 40) cows with MSC and T2 (n = 40) healthy
cows; To homogenize the day of ovulation, a conventional IATF was performed.
The third trial determined the relationship between estrogen in blood and follicular
fluid, two treatments were used: T1 (n = 10) cows with MSC and T2 (n = 10)
healthy cows; The hormonal evaluation was performed by
electrochemiluminescence. The statistical analysis was performed in SPSS
version 25. It was established that cows with MSC had a lower percentage of
pregnancy (48.3%), versus healthy ones (68.3%) (P <0.05). The FPO and%
ovulation were similar between treatments (P> 0.05). Regarding estrogen levels
in blood serum, cows with MSC had higher values (73.9 pg / ml) vs 37.4 pg / ml
(healthy cows) (P <0.05), but not in follicular fluid (P> 0.05). It is concluded that
MSC negatively impacts on pregnancy.

KEY WORDS: Subclinical mastitis. Estrogens. Follicular fluid. Somatic

cells. Pregnancy.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

MSC: Mastitis Subclinica

MC: Mastitis Clinica

TFPO: Tamafio de Foliculo Preovulatorio
FPO: Foliculo Preovulatorio

FSH: Hormona Foliculo Estimulante

LH: Hormona Luteinizante

PGF2a: Prostaglandina F2a

GnRH: Hormona liberadora de Gonadotropina
P4: Progesterona

IATF: Inseminacién Atrtificial a Tiempo Fijo
SNC: Staphylococcus Coagulasa Negativos
mS: miliSiemens

CMT: California Mastitis Test

RCS: Recuento de Células Sométicas

cs: células soméaticas

PAMP: Patrones Moleculares Asociados a Patégenos
TLR: Receptores de tipo toll

CD14: Cluster de Diferenciacion

TNFa: Factor de Necrosis Tumoral alfa

ROS: Especies Reactivas del Oxigeno

ON: Oxido Nitrico

kDa: kiloDalton

IGF: Factor de Crecimiento Insulinico

EQL: Electroquimioluminiscencia

SSPL: Sostenibilidad de los Sistemas de Produccion Lactea

LPS: Lipopolisacarido
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1. INTRODUCCION

La mastitis bovina, es un proceso inflamatorio de la glandula mamaria (1),
considerada como la enfermedad mas costosa que enfrenta la industria lactea
(2), ya que cada caso le cuesta al productor entre de 100 a 200 délares, ya sea
por descarte de leche, tratamientos con antibiéticos, caida de la produccién y el
tiempo empleado en el manejo de la vaca en tratamiento (3).Sin embargo, la
gran mayoria de los productores no han visualizado la importancia de la mastitis
subclinica, a pesar de que la frecuencia de presentacion es mucho mas alta que
la mastitis clinica (4). Esto principalmente, porque esta no manifiesta signos
clinicos visibles y se tornan crénicas (5).

En los ultimos afios se ha investigado el impacto negativo de la mastitis
subclinica sobre el rendimiento reproductivo, llegando a determinar que genera
un incremento en el reemplazo debido a la relacién directa que tiene con la tasa
de concepciéon (6). En este contexto, estudios recientes han asociado las
infecciones intramamarias subclinicas adquiridas antes y después de la
inseminacion artificial con baja fertilidad (7). Por esta razén, Cérdova et al., (8),
determinaron que la mastitis subclinica, que se produce después del servicio
reduce el porcentaje de concepcion hasta un 50%.

Esto basado en el concepto de que un proceso inflamatorio en la glandula
mamaria, libera citoquinas, interleucinas, leucotrienos, tromboxanos vy
prostaglandinas incluyendo la PGF2a que son mediadores de la inflamacion (9),
generando un aumento de la permeabilidad de los vasos sanguineos de la ubre,
lo cual provocaria que la PGF2a sea absorbida por lo vasos sanguineos y
alcance los ovarios (10). Ademas, las endotoxinas liberadas en el torrente
circulatorio pueden llegar a modificar el equilibrio hormonal, que se expresaria
en la disminucion de los patrones de secrecion del factor de liberacion de la
hormonal GnRH, la foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) provocando lisis
prematura del cuerpo lateo y reabsorcién embrionaria temprana (6).

Cuando la patologia es adquirida antes de la concepcion puede interrumpir los
patrones hormonales del foliculo dominante o preovulatorio, disminuyendo la
produccion del estradiol por parte de las células de la granulosa, lo cual retrasaria

la liberacion de la hormona luteinizante y por ende la ovulacion (11).

Tania Ximena Matute Deleg Péagina 17
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Lamentablemente, la informacién disponible de la relacion entre la mastitis

subclinica antes y después de la concepcion es escasa y contradictoria.
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1.1. Objetivos

1.1.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la mastitis subclinica sobre las caracteristicas del foliculo
preovulatorio, el porcentaje de ovulacion, las concentraciones de estrogenos y
fertilidad en vacas lecheras bajo un sistema de pastoreo en los cantones:
Cuenca, Girdn, San Fernando de la provincia del Azuay y Déleg de la provincia

del Caniar.

1.1.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la mastitis subclinica sobre el porcentaje de prefiez
resultado de la primera inseminacion pos diagnostico de mastitis subclinica.

e Valorar el tamafio del foliculo preovulatorio y el porcentaje de ovulacion, luego
de un protocolo de sincronizacion (IATF) pos diagndstico de mastitis
subclinica.

e Determinar la relacién entre los niveles de estrogenos presentes en sangre y

en del liquido folicular, en vacas sanas y con mastitis subclinica.

1.2. Hipotesis.
¢La mastitis subclinica afecta al porcentaje de prefiez, tamafio del foliculo
preovulatorio, porcentaje de ovulacion y niveles de estrégenos presentes en

sangre y en liquido folicular en vacas lecheras?

Tania Ximena Matute Deleg Péagina 19
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2. MARCO TEORICO

2.1. Mastitis subclinica

La mastitis subclinica se caracteriza por la presencia de un microorganismo, en
combinacion con un conteo elevado de células somaticas en leche y esta puede
desarrollar facilmente una inflamacion y no tener tratamiento (1).La mastitis
subclinica (MSC) es dificil de detectar, dado que la enfermedad transcurre sin
provocar signos de inflamacion visibles como ocurre en la mastitis clinica (MC),
en donde se observa la alteracién en la composicion de la leche tanto fisicos
como organolépticos (12) ; ademas, se da una disminucién en la produccion
lactea, un incremento en la temperatura corporal y enrojecimiento o calor en los

cuartos afectados (13).

2.1.1. Agentes Etioldgicos

Se han identificado aproximadamente 140 especies de agentes causantes de
mastitis, que se dividen en patdgenos contagiosos y ambientales (1).
Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulasa negativos (SNC),
Streptococcus y Arcanobacterium pyogenes son los principales agentes
etioldgicos de las infecciones tanto antes como después del parto (14). Otro
método para clasificar es mediante tincibon de Gram, es asi que pueden

clasificarse de manera confiable como Gram positivos o0 Gram negativos (15).

2.1.2. Bacterias Gram positivas

Las bacterias Gram positivas que crecen en leche incluye un grupo que son
tecnolégicamente Utiles, pero también hay contaminantes saprofiticos y
patdogenos. Este grupo estd compuesto por los géneros Micrococcus,
Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Listeria, Corynebacterium,
Microbacterium, Propionibacterium, Bacillus y Clostridium (16). Los
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis
generalmente son causantes de mastitis contagiosa dado que sus reservorios
son la propia glandula mamaria y la leche de vacas infectadas (17).

Pinedo et al., (18), sugieren que el efecto de las bacterias Gram positivas sobre
la reproduccion, pueden asociarse con péerdidas embrionarias en vacas lecheras
al estimular la liberacion de mediadores inflamatorios y pirexia. También la

inoculaciébn mamaria con Streptococcus uberis deprimié el comportamiento
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estral y alter6 las concentraciones hormonales, incluida la disminucion de las
concentraciones de estradiol preovulatorio y LH, ademéas la infusién
intramamaria de peptidoglicanos indujo un efecto de arrastre sobre las
concentraciones de androgenos y estrogenos foliculares en las vacas mastiticas
(19).

2.1.3. Bacterias Gram negativas

Las bacterias Gram negativas dafian la leche y causan problemas
gastrointestinales y otras enfermedades cuando exceden cierta concentracion.
Este grupo esta compuesto por los géneros Pseudomonas, Aeromonas,
Flavobacterium, Alcaligenes y Acinetobacter, y la familia Enterobacteriaceae;
entre ellas las bacterias coliformes las cuales incluyen los géneros Escherichia,
Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella (16). Algunos de estos agentes son
causantes de la mastitis ambiental, cuyo reservorio es el ambiente donde
permanecen los animales y no las glandulas mamarias infectadas, siendo su
principal via de entrada, el canal del pezén (17).

Una mastitis causada por coliformes, ya sea temprana o tardia en la lactancia,
puede afectar negativamente la funcion reproductiva, debido a que la endotoxina
Gram negativa y varios mediadores celulares, en la funciéon endocrina causan el
incrementd de los niveles séricos de PGF2aq, y a través de su accion luteolitica,

altera el ciclo estral o provoca el aborto en las vacas (18).

2.2. Diagnéstico de mastitis subclinica

La inflamacién de la glandula mamaria involucra una serie de cambios en la
composiciéon de la leche, que sirven de base para muchas pruebas de
diagndstico que se han desarrollado, uno de estos cambios mas precoces es el
aumento en el niamero de células somaticas que normalmente es menor a
200.000 cs/ml y que durante el proceso inflamatorio supera las 500.000 cs/ml
(20).

En la mastitis subclinica, por ser una enfermedad de dificil identificacion a simple
vista, se han empleado pruebas de laboratorio y de campo para facilitar el
diagndstico entre las cuales estan las pruebas quimicas como: California Mastitis
Test, conteo de células somaticas (13), método de conductividad eléctrica, entre

otras, y estas proporcionan resultados inmediatos (21).
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2.2.1. Prueba para Mastitis de California (CMT)

El CMT es una prueba de campo econémica, sencilla y rapida, que detecta con
buena sensibilidad y especificidad el estado de salud de la ubre. Se basa en la
gelificacion que tiene lugar cuando el ADN es liberado de las células somaticas
presentes en la leche por la accion de un detergente anidénico como el alkyl-aril-
sulfonato de sodio; por tanto, a mayor contenido celular en la leche, mayor
gelificacion (20) . Los resultados pueden ser interpretados en cinco clases, desde
el resultado negativo en el que la leche y el reactivo siguen siendo acuosos,
hasta el recuento de células mas elevado en el que la mezcla de la leche y el
reactivo casi se solidifican (1) (Cuadro 1).

Tabla 1. Interpretacion para la prueba CMT.

Grado de CMT Rango de células soméaticas Interpretacion
N (negativo) 0 —200.000 Cuarto Sano
T (trazas) 200.000 - 400.000 Mastitis Subclinica
1 400.000 — 1.200.000 Mastitis Subclinica
2 1.200.000 — 5.000.000 Infeccion Seria
3 Mas de 5.000.000 Infeccion Seria

Fuente: Mellenberger et al., (2000) (22).

2.2.2. Conductividad eléctrica

Esta prueba mide la capacidad de conduccion de corrientes eléctricas entre dos
electrodos que son representadas en milisiemens (mS). Para detectar la mastitis
se observan los cambios i6nicos que ocurren durante la inflamacién, ya que el
flujo de sodio y cloro aumentan en procesos inflamatorios y aumenta el
componente electrolitico de la leche (13). Consiste en un dispositivo que se
sostiene con la mano, el cual tiene una copa empotrada donde se arrojan chorros
de leche, se le encuentra como parte de algunos equipos de ordefo, o en forma
de medidores portatiles (1) .Por otro lado, los factores que pueden afectar la
conductividad eléctrica son: el estado de lactacion, edad, estrés, ordefio, factores

ambientales ocasionando resultados falso positivos o falsos negativos,
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convirtiéndolo en un método no muy confiable en comparacion a otros métodos

convencionales (21).

2.2.3. Recuento de Células Somaticas (RCS)

El contenido de células somaticas en la leche nos permite tener un criterio sobre
el estado funcional y salud de la glandula mamaria en estado lactante y debido a
su estrecha relacién con la composicion de la leche, es un criterio de calidad muy
importante (23). El RCS es un método diagnostico utilizado en laboratorios y en
campo, que consiste en la medicion de las células somaticas, de tipo sanguineo
0 epiteliales presentes en la leche, las cuales sirven como indicador de los
problemas dados por la inflamacién de origen infeccioso o traumatico (13), puede
ser realizada en la leche de; a) cuartos individuales, b) vacas individuales, c) el
hato completo y d) un grupo de hatos (24).

Las células somaticas estan presentes en las ubres sanas en una concentracion
que varia entre 100.000 y 200.000 cs/ml con una proporcion de 1 a 11% de
neutréfilos durante las primeras semanas, llegando a un 90% en procesos
inflamatorios, se compone también de células de defensa como granulocitos,
polimorfonuncleares, macrofagos y linfocitos (9), cabe destacar que el RCS es
ligeramente mas alto durante los primeros dias y ultimos de la lactancia (25).

La importancia biologica de las células soméaticas estriba en la intervencion de la
defensa contra infecciones de la ubre (26). Por lo tanto, el uso del recuento de
células somaticas para la deteccion de MSC podria evitar el sesgo subjetivo
relacionado con la prueba de California Mastitis Test (CMT) y mejorar la
estimacion de la extension del dafio tisular y las pérdidas de rendimiento de la
leche causadas por diferentes patégenos de mastitis (4). Es asi que Echeverri et
al., (27) han demostrado que existe una relacion lineal inversa entre el RCS por
encima de 200.000 cs/mly la produccion de leche con una disminucién del 2,5%

de la produccion por cada 90.000 - 100.000 cs/ ml incrementadas.

2.3. Respuesta inflamatoria de la Glandula Mamaria

Los tejidos asociados con el conducto del pezon o el canal del pezén forman la
primera barrera contra las bacterias causantes de mastitis e incluyen la piel
exterior, el musculo del esfinter, el epitelio escamoso estratificado del

revestimiento del canal del pezon y la queratina (28). Una vez que las bacterias
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0 sus toxinas superan la primera linea de defensa del canal del pezdn y alcanzan
los tejidos altos, comienza a operar la segunda linea de defensa, que incluye
factores humorales inespecificos presentes en la leche o secrecion de la ubre
seca como: lactoferrinas, inmuno-lacto-peroxidasas, lizosimas fracciones del
complemento y otros compuestos quimicos (25). Ademas los mecanismos de
defensas inmunolégicos o0 especificos, ya sea de tipo humoral
(inmunoglobulinas) o de base celular, incluyendo el sistema fagocitico
(macréfagos y polimorfonucleares) y el sistema linfoide (linfocitos T y B) y estos
constituyen las llamadas células somaticas (29).

La inmunidad innata es el tipo de inmunidad mas universal y de actuaciéon mas
rapida, por esta razén existen dos aspectos muy importantes a tener en cuenta
en la defensa contra las infecciones intramamarias: 1) el brazo aferente
(detecta), reconoce una variedad diversa de patdégenos, y 2) el brazo eferente
(efector), que mata a estos patdgenos, cada brazo esta dividido en componentes
celulares, humorales, y las moléculas del complemento (30).

Es asi que, una de las principales células efectoras del sistema inmune innato
bovino es el neutréfilo que responden de modo inespecifico al reconocer
determinados patrones moleculares relacionados a patdogenos (PAMP) (31), la
deteccién y reconocimiento de estas moléculas estimulan los receptores de tipo
Toll ( TLR) que estan presentes en muchas células del sistema inmune y son
potencializados por otro mediadores en la superficie de las células inmunes como
el cluster de diferenciacion proteica 14 (CD14) (6). Malinowski., (32) menciona
gue los mecanismos de defensa innato y adquirido son los mas bajos desde la
tercera semana de pre parto hasta la tercera semana de post parto y esta
sensibilidad reducida incluye aspectos de la inmunidad sistémicay de la glandula
mamaria, por ende el deterioro de la funcidon innata e inmune es al menos
parcialmente responsable de la prevalencia de la enfermedad durante el periodo
pre parto.

En una enfermedad como la mastitis, la inflamacién dafa el epitelio secretor
mamario y las células fagociticas liberan radicales citotoxicos, citocinas pro-
inflamatorias, y otras moléculas como el 6xido nitrico (NO).Los niveles altos de

NO reaccionan con aniones superéxido, creando radicales peroxinitrito, los
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cuales oxidan los acidos grasos de cadena larga en las membranas celulares,
provocando la per oxidacion lipidica y la formacién de radicales libres (33).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) desempefian un papel esencial en la
destruccion de bacterias, pero su exceso puede dafar tanto los fagocitos como
otras células, y los tejidos mamarios durante la mastitis. También pueden
contribuir al edema de la ubre, la fiebre de la leche e influir negativamente en el
rendimiento reproductivo de las vacas (34). Es asi que las ROS suprimen la
sintesis de P4 a través de la inhibicion de la P450scc citocromo, limitando el
transporte intracelular de colesterol a las mitocondrias y los receptores de la
hormona LH (35).

Se considera que tanto la ROS como el 6xido nitrico (NO), intervienen la
sefalizacion inter e intracelular, la generacion de un exceso en ellos produce
estrés oxidativo (36). Las concentraciones de ROS pueden desempefiar un papel
clave tanto en la implantacién como en la fertilizacion de ovocitos, también esta
involucrado en la etiologia del desarrollo embrionario defectuoso y parece ser

responsable de numerosos tipos de dafio embrionario (37).

2.4. Efecto de la mastitis en la Reproduccion

Estudios recientes han demostrado que la mastitis afecta el proceso reproductivo
en varios niveles, desde la alteraciébn en la actividad ovarica posparto y la
ovulacion, asi como alteraciones en los procesos de fertilizacion, implantaciéon y
mantenimiento de la gestacion (38). Por ello Pinedo et al., (18) sefialan que el
tiempo hasta el primer servicio fue 21,8 dias mas en vacas con al menos un
recuento de células somaticas altas (RCS) en comparacion con los controles. Las
vacas con al menos un RCS altas, antes del primer celo fértil generaron un
incremento en el tiempo hasta la concepciéon de 48,7 dias y requirieron en
promedio 0,49 servicios mas para concebir. Al igual que Abbeloos., (10),
menciona que, el RCS al ser igual o superior a 400.000 células en los 30 dias
posteriores a la inseminaciéon existe una reduccién del 20% de probabilidad de
prefiar una vaca, en animales con menores RCS por debajo de 200.000 cs/ml se
hallé6 menor impacto (27).

En una enfermedad como la mastitis, la inflamacion dafa el epitelio secretor

mamario y las células fagociticas liberan radicales citotoxicos, citoquinas pro-
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inflamatorias (TNF-a, IL-1b, IL-6, IL-8), y otras moléculas entre ellas: especies
reactivas de oxigeno (ROS) y el 6xido nitrico (NO) (figura 1), (33) asi también
se desencadena la produccién de mediadores de la inflamacién como las
prostaciclinas, tromboxano A y prostaglandinas, incluyendo la PGF2a que sera
absorbida por aumento de la permeabilidad de los vasos sanguineos hasta llegar
a los ovarios, ejerciendo su efecto en los mismos (39).

La fuente de ROS parece ser células inflamatorias, como macrofagos y
neutrofilos, ya que estan presentes en el ovario, en la ovulacion y producen una
cantidad enorme de radicales libres (36), mientras que en la lutedlisis las ROS
se producen en las células esteroidogénicas y los fagocitos mononucleares en el
cuerpo lateo (33).

Es asi como las concentraciones de ROS pueden desempefiar un papel clave
tanto en la implantacion como en la fertilizacion de ovocitos y estan involucrados
en la etiologia del desarrollo embrionario defectuoso y parecen ser responsable

de numerosos tipos de dafio embrionario (37).
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Figura 1. Liberacion de Células fagociticas, citotoxicos, citoquinas pro-
inflamatorias mediante el proceso inflamatorio (40).
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2.4.1. Efecto de la mastitis en el eje Hipotalamo-hipoéfisis-ovario

El hipotalamo se encuentra en la base del cerebro y las neuronas del area
ventromedial y el area pre éptica del hipotalamo, secretan la hormona liberadora
de las gonadotropinas (GnRH), que llega al hipéfisis mediante el sistema porta-
hipotalamo-hipofisario, y estimula la secrecion de la hormona luteinizante (LH) y
la foliculo estimulante (FSH) (41). El papel de la FSH es promover el crecimiento
folicular y la produccién de estrégenos por los ovarios, mientras que la LH causa
la maduracion del foliculo, ovulacion, estimula la formacion del cuerpo luteoy la
produccién de progesterona (42).

El hipotalamo y la hipdéfisis son capaces de responder a un aumento sostenido
de la secrecidn de estrogenos mediante el aumento pulsatil de la GnRH, el cual
produce la ovulacién del foliculo, este mecanismo permite al foliculo comunicar
su estado de madurez a través de la produccion de estrogenos que a medida
de su maduracion aumenta, al contrario, la baja concentracion provoca una retro
inhibicion o Feedback negativo (43). Por lo que una alteraciéon en el eje
hipotalamo-hipofisario-ovario-tutero producira sefiales hormonales anormales y
esto provoca un retraso en la reanudacion del ciclo ovarico después del parto
(44).

En su estudio Kumar et al., (45) menciona que la inhibicién de la hormona
luteinizante cerca del estro condujo a anovulacion, retraso de la ovulacion y
formacién de quistes en vaquillas, estudios indican que citosinas liberadas
después de la exposicién a endotoxina bloquearon la secrecién pulsatil de LH o
inhibicion de liberaciéon de gonadotropinas, la amplitud de pulso de hormona
(GnRH). Por consiguiente, desarrollo folicular insuficiente y maduracion de los
ovocitos podria conducir a una produccion de estrogeno insuficiente y, por lo
tanto, a la falta de estro conductual, anovulacion y fracaso de la concepcion (38).
Es asi que la disminucién del estradiol alrededor del momento de la ovulacion
disminuye, retrasa o anula el pico de LH y la ovulacién, resultando en una
disminucién de la probabilidad de concepcion del 15 - 20% (11).

Las endotoxinas producidas por bacterias Gram positivas 0 negativas, provocan
la produccién de cortisol, un inhibidor muy potente del eje hipotalamo-hipofisario
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(10). En consecuencia el cortisol, acorta la intensidad del pico de GnRH en el
hipotalamo, lo que tiene un efecto inmediato en la intensidad del pico basal de
LH de la glandula hipofisaria, inhibiendo el crecimiento del foliculo y como conse-

cuencia menores concentraciones de estradiol pre ovulatorio (figura 2) (39).
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Figura 2 Alteracién Eje Hipotalamo- hipofisis —ovarios (39).

La alteracion de la funcién endocrina en las células de la granulosa del foliculo
se ve afectada por la activaciéon de los mediadores de la inflamacion debidos a la
infeccion. Estas células ejercen un papel crucial en el desarrollo folicular
mediante la produccion de hormonas esteroideas, particularmente el estradiol, el
cual juega un papel clave en el desarrollo y maduracién del ovocito (39). Dicha
maduracion nuclear y citoplasmatica del ovocito es crucial para que la fertilizacion
ocurra, es sabido que este proceso se ve alterado cuando los ovocitos se ven
expuestos a mediadores de la inflamacibn como las prostaglandinas (6).
Observaciones realizadas en estudios experimentales sugirieron que infusiones
de endotoxinas de E. coli desencadenan una liberacion prolongada de
prostaglandina F2a, que lleva a la posterior estimulacion de las contracciones del
musculo liso del Gtero y efecto luteolitico, lo cual lleva a una disminucion en las

concentraciones de progesterona (46).
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2.5. Liquido folicular

El ovocito en desarrollo esta rodeado por el liquido folicular, que es un traslucido
sérico, producido por las células de la teca y granulosa en el antro folicular, esto
ocurre durante la fase de crecimiento de los foliculos, aumentando la presion
dentro del antro (47) y del mismo modo est4 formado por exudados de suero, ya
que las capas celulares circundantes permiten la difusion libre de proteinas de
hasta 500 kDa (48). El fluido folicular mantiene un ambiente adecuado para la
maduracion del ovocito, ademas de ser un traslucido sérico contiene sustancias
producidas localmente que comparten la actividad metabdlica de las células
foliculares (49), también posee una serie de factores secretados, estudios
reportados sugieren la presencia de factores de crecimiento como inhibina,
activina, factor insulinico de crecimiento (IGF) (50). Es asi que las
concentraciones de algunos componentes del liquido folicular varian durante las
diferentes etapas del ciclo reproductivo, las estaciones, la temperatura ambiental
y el estado nutricional del animal (48). Ademas se ha informado que el liquido
folicular es rico en hormonas reproductivas esteroideas que incluyen
testosterona, estradiol y progesterona (P4), por lo que su composicién y cantidad
pueden modificarse durante el desarrollo del foliculo (47).

Los estrégenos son hormonas esteroides producidas en el foliculo ovarico y son
los responsables de estimular la conducta sexual o de celo actuando sobre el
sistema nervioso central del animal; también tienen accidén sobre otros rganos
del aparato reproductivo como son las trompas de Falopio, el Gtero, la vagina y
la vulva (51). Asi el aumento de la produccion de estradiol por los foliculos
preovulatorios depende de la mayor capacidad de las células internas de la teca
para producir androstendiona al igual que la mayor capacidad de las células de
la granulosa para convertir la androstendiona en estradiol (52).La concentracion
variable de esteroides en el liquido folicular esta relacionada con el tamafo, el
crecimiento del foliculo, la etapa del ciclo del estro y el estado sano de los
foliculos ovaricos (49).

La acumulacion de lipopolisacaridos (LPS) de bacterias gramnegativas en el
liquido folicular de animales con procesos inflamatorios puede vincular la

infeccion y la disfuncion ovarica, debido a que el foliculo carece de células del
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sistema inmunoldgico, es asi que los animales con mastitis tienen niveles de
estradiol folicular inferiores y una expresion genética de células de la granulosa
alteradas, se cree que las células de la granulosa bovinas expresan ARNm para
el complejo receptor TLR4 desempefando un papel activo en la proteccion de
ovocitos de mamifero contra PAMs (53).

Las posibles diferencias en los efectos de las bacterias G + y G- y sus toxinas
asociadas en las respuestas reproductivas se han expuesto en estudios como
los de Furman et al., (54) donde el tratamiento con G - indujo una disminucién
inmediata en las concentraciones foliculares de estradiol y androstenediona, 7 h
después de la administracion de toxina, mientras que el tratamiento con G +
indujo disminuciones tanto inmediatas como a largo plazo en los esteroides
foliculares, esta ultima detectada semanas después de la administracion de la

toxina.

Tania Ximena Matute Deleg Pagina 30
Erika Estefania Pinos Rojas



;;;;;;;;;;;;;

<. f/

ég Universidad de Cuenca

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1. Fisicos

Tubos Vacutainer
Ecografo

Equipo para OPU
Cooler

Tubos de coleccion

Ekomilk Biomatic Cells Analyzer scan

3.1.2. Bioldgicos

Vacas
Leche
Sangre

Liquido folicular

3.1.3. Quimicos

Alcohol

PGF2a Dinoprost 25 mg (Lutalyse)
Benzoato de estradiol 2 mg (Grafoledn)
DIB

Yodo

Lidocaina

Xilacina 2%.

Electroquimioluminiscencia (EQL)

3.2. Métodos:

La investigacion contempla tres ensayos, en los cuales se establecio el efecto

de la mastitis subclinica sobre la fertilidad, caracteristica de foliculo preovulatorio

y los niveles de estrégenos en sangre y liquido folicular.

3.2.1. Area de estudio

La presente investigacion se llevo a cabo en los cantones de Cuenca, Giron, San

Fernando de la provincia del Azuay y Déleg en la provincia del Cafar (figura 2),
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con una altitud que oscila entre 2.560 — 2.950 msnm. Poseen un clima templado
debido a la altura y la presencia de la cordillera de los Andes, su Temperatura

varia entre 10 - 20 °C.

01 Azuay

02 Bolivar

03 Canar

04 Carchi

05 Cotopaxi

06 Chimborazo

07 El Oro

08 Esmeraldas

09 Guayas

10 Imbabura

11 Loja

12 Los Rios

13 Manabi

14 Morona Santiago
15 Napo

16 Pastaza

17 Pichincha

18 Tungurahua

19 Zamora Chinchipe
20 Galapagos

21 Sucumbios

22 Orellana

23 Santo Domingo de los Tsachilas
24 Santa Elena

90 Zona no delimitada

Figura 3. Division Politico Administrativa del Ecuador, Sefialadas las provincias
de Azuay y Cafar (52).

3.2.2. Unidades de estudio

Esta investigacion se desarroll6 en vacas de raza Holstein sin registro,
pertenecientes a 30 ganaderias que se encontraban monitoreadas
mensualmente por el proyecto de “Sostenibilidad de los Sistemas de Produccion
Lactea” (SSPL). Los hatos seleccionados realizaban inseminacién artificial y

contaban con registros productivos, reproductivos y sanitarios.

3.2.2.1. Criterios de inclusidén

Las vacas valoradas en el presente estudio fueron exclusivamente de genotipo
Holstein sin registro, multiparas (2-5 partos), condicion corporal (C.C) entre 2,75 -
3,5 en la escala de 1 a 5, que se encontraban dentro del primer tercio de
lactancia, y no presentaban patologias adicionales.

3.2.2.2. Criterios de exclusioén

Vacas que no respondieron al protocolo de sincronizacion o fueron descartados
durante el ensayo.
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3.2.3. Disefio experimental

En la presente investigacion se realizaron 3 ensayos por separado:

3.2.4. Ensayo 1

Este experimento fue descriptivo, longitudinal retrospectivo, en el cual se evalu6
el efecto de la mastitis subclinica sobre el porcentaje de prefiez resultado de la
primera inseminacién pos diagnostico de la enfermedad.

El ensayo contemplé dos grupos:

e T1:Vacas sanhas: n=60

e T2:Vacas con mastitis subclinicas: n=60

Metodologia

Determinacion de mastitis subclinica
Toma de muestras de leche:

e Se visité las ganaderias en el ordefio de la mafiana.

e Se tomo6 una muestra de leche de cada vaca (50 ml), en un frasco estéril,
luego se etiquetd correctamente y procedié a llenar la hoja de campo del
Anexo 1.

e Las muestras fueron transportadas en un cooler con gel refrigerante a (4°C)
hacia el laboratorio de lactologia de la Universidad de Cuenca para su
andlisis.

Recuento de células sométicas (RCS):

El RCS se realiz6 a travées del equipo Ekomilk Biomatic Cells Analyzer Scan de

forma individualizada, para lo cual se realizé:

e Unavez en el laboratorio las muestras de leche fueron atemperadas en bafio
Maria a 25°C al igual que el surfactante Ekoprim, hasta alcanzar dicha
temperatura.

e En el matraz de muestreo del Ekomilk se colocé 10 ml de leche méas 5 ml de
surfactante Ekoprim.

e Y se esperé el resultado emitido por el equipo (cs/ml).

Las vacas con mas 200.000 cs/ml fueron consideradas dentro del T2 y aquellas

con menos de 200.000 cs/ml en T1. En estos dos grupos, los animales que

fueron inseminados dentro de los 30 dias subsiguientes al muestreo se

incluyeron definitivamente en T1y T2 y el resto fueron descartadas.
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Determinacion de prefiez:

Luego de 60 dias la determinacion de prefiez fue realizada por el técnico del
proyecto y se transcribio la informacion en los registros reproductivos de cada
uno de los animales en estudio con la finalidad de establecer si quedaron o no
gestantes, fruto de la inseminacion efectuada dentro de los 30 dias pos
diagnéstico de MSC.

3.2.5. Ensayo 2

Fue prospectivo descriptivo, busco valorar el tamafio del foliculo preovulatorio y
el porcentaje de ovulacion, luego de una sincronizacién pos diagnostico de
mastitis subclinica (MSC). (Anexo 4). Conté con dos tratamientos: 40 vacas
sanas (T1) y 40 vacas con MSC (T2).

Valoracion de MSC
Para la determinacion de MSC se utilizé el mismo procedimiento detallado en el
ensayo 1. Una vez organizadas las vacas en T1y T2 se procedio a realizar un
protocolo convencional de IATF, que se detalla a continuacion:
e Dia 0: Implante DIB + Benzoato de estradiol (2 mg)
e Dia 7: Retiro del implante + PGF2a (25mg)
e Dia 8: Benzoato de estradiol (1 mg)
e Dia 10: 54 — 56 horas posretiro del implante se evalu6 el tamafio del
foliculo preovulatorio

e Dia 12: valoracién del porcentaje de ovulaciéon

Valoracion del FPO:

54 — 56 h posretiro del implante se realiz6 la evaluacion del tamafio del FPO, con
un ecografo Aloka ProSound 2, multifrecuencia, provisto de un transductor lineal
7,5 MHz, usando la técnica de barrido en ubicacion latero-medial, dorsoventral
y craneocaudal, en cada ovario. Una vez localizado el FPO se determind el
diametro mediante el promedio de las medidas, longitudinal y una transversal

del mismo.

Determinacion del porcentaje de ovulacion:
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La ovulacién fue verificada 48 horas posteriores al dia de la valoracién del FPO

(dia 10). Para la evaluacién se utilizd un ecografo Aloka ProSound 2,

multifrecuencia, provisto de un transductor lineal 7,5 MHz y se llen6 el Anexo 5.

3.2.6. El ensayo 3

Determind la relacion entre los niveles de estrogenos en sangre y en el liquido

folicular, en vacas sanas (n=10) y con mastitis subclinica (n=10). (Anexo 6). El

estudio tuvo una connotacion descriptiva.

Valoracion de MSC: se aplico la técnica utilizada y descrita en el ensayo.

Valoracion de estradiol sangre:

e Se obtuvo una muestra de sangre mediante puncion de la vena yugular (10
ml), con tubos Vacutainer™ heparinizados y agujas 18-G especificas para
estos tubos.

¢ Inmediatamente la muestra fue centrifugada a 2.500 rpm, durante 15
minutos.

e El sobrenadante (2ml) fue colocado en un vial para su congelacién hasta su

analisis con quimioluminiscencia.

Valoracion de estradiol en liquido folicular

Para obtener la muestra de liquido folicular se realiz6 la técnica de OPU, por un

Gnico técnico debidamente capacitado

e Se realiz6 asepsia y antisepsia del animal

e Luego se procedio a realizar el vaciado de las heces del recto

e La vaca fue blogueada con 5 ml de Roxicaina mas 0,04 ml
Xilacina via epidural

e Se utilizo el equipo de aspiracién ecoguiada con la finalidad de
obtener liquido folicular

e El liquido fue centrifugado a 2.500 rpm, durante 15 minutos,
posteriormente se tomo el sobrenadante en un vial para su

congelacion hasta su andlisis.
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3.3. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de los tres ensayos fueron ingresados en el programa Excel,
en donde fueron tabulados y posteriormente analizados en el programa SPSS
version® 25.

Se determiné la normalidad de los datos con la prueba Kolmogorov-Smirnov.
Las variables cuantitativas que mostraron normalidad en sus datos fueron
valoradas con la prueba T de Student y las que no poseian normalidad con
Mann-Whitney. La relacion entre variables cualitativas fue estimada la prueba

Chi-cuadrado.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados del objetivo 1

4.1.1. Porcentaje de prefiez

Al determinar el porcentaje de prefiez de los dos tratamientos en estudio (T1:
vacas sanas y T2: vacas enfermas), se encontré diferencias significativas
(P<0,05) con valores expresados de 68,3% y 48,3% respectivamente (figura 3).
Porcentajes similares a los informados por Villa et al., (56) quienes
establecieron que, el efecto de la mastitis subclinica en vacas Holstein y
Normando en cualquier momento después del parto, presentaron porcentajes
de concepcion mas bajo en comparaciéon con las vacas no infectadas. Pinedo
et al., (57) de igual forma concuerda con lo reportado al indicar que la mastitis
subclinica, medida por un recuento de células somaticas lineales altas 24,5 tuvo
un impacto significativo en el rendimiento reproductivo en el ganado lechero
chileno, manifestado por un aumento de dias entre el parto-primer servicio,
intervalo parto-concepciéon y numero de servicios por concepcion, esto es
corroborado por Pineda, (58) que en su estudio relaciona el RCS y la tasa de
concepcion, observando que el 47,42% de vacas con < 200.000 CS/ml gestaron
en mayor proporcion, mientras que los animales con hasta 400.000 cs/ml
presentan un porcentaje de prefiez mas bajo (38,88%), las vacas que
presentaron valores mayores a >400.00 CS/ml obtuvieron un 10,75% lo que

indica una diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 4. Porcentaje de vacas prefiadas y vacias en los dos tratamientos
(Tl=vacas sanas; T2= vacas enfermas). Prueba de Chi Cuadrado (P<0,05).
Fuente: autoras

4.2. Resultados del objetivo 2

4.2.1 Actividad ovarica

El estudio permitié6 determinar que los dos ovarios izquierdo y derecho tienen
porcentajes similares de actividad (P>0,05) (figura 5). Autores como
Karamishabankareh et al., (59) contrasta con estos resultados, ya que en su
estudio realizado en vacas Holstein Friesian, determinan que el ovario derecho
es activo en un 60,9% frente a 39,1%, del izquierdo, al igual que Loste., (60)
indica en su estudio, que hubo mas gestaciones en el cuerno derecho (53,98 %)
qgue en el izquierdo (46,02 %), y al estudiar el sex ratio indico que en el cuerno
derecho se gestaron mas machos (58,26 %) y en el izquierdo mas hembras
(54,09 %) esto en vacas de raza Holstein, por su parte Tous et al., (61)
mencionan que la frecuencia de gestacion en el cuerno derecho fue de (63,6%)
mayor que el izquierdo (34,4%) en el ganado cebu cruzado (Bos indicus x Bos

taurus) del trépico bajo colombiano.
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Figura 5. Relacion de actividad de ovario derecho e izquierdo en cada uno de
los tratamientos. Prueba de Chi cuadrado (P>0,05).

Fuente: autoras

4.2.2. Valoracién el tamafio del foliculo preovulatorio

El tamafio del foliculo preovulatorio de los dos tratamientos en estudio (T1y T2)
demostraron valores (P>0,05) similares (11,9 y 13,6 mm respectivamente) entre
ellos; Sin embargo, es importante resaltar que se muestra una tendencia de
P=0,07, entre los dos tratamientos, (figura 6). Estos diametros son menores a los
obtenidos por Colazo et al., ( (62) donde el tamafio del foliculo preovulatorio en
vacas Holstein sometidas a protocolos de IATF, tuvieron una media de 16,4 +
0,1 mm, con un rango de 11-25 mm, resultados semejantes obtuvo Monroy.,
(63) al describir que en vacas Holstein el promedio de didmetro del foliculo
preovulatorio es de 17,85 + 2,39 mm las mismas que poseian mayor
probabilidad de gestacion. La no existencia de diferencia entre los tamafios de
los FPO del T1y T2 de la presente investigacion concuerdan con los obtenidos
por Lavon et al., (7) quienes establecieron que, el diametro de los foliculos
preovulatorios en vacas que experimentan mastitis subclinica o un evento de
mastitis clinica aguda, fueron similares entre los grupos en estudio. También
valores similares fueron determinados por Hockett et al., (64) en vacas con
mastitis inducida por Streptococcus uberis y su grupo control. Ademas, Furman

et al., (54) mencionaron que, las tasas de crecimiento y los tamafios de los
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foliculos preovulatorios en los dias 2, 4 y 6 del ciclo estral, de los animales que

fueron inducidos a presentar mastitis subclinicas antes, al final y 16 dias después
de la ovulacion, no difirieron entre los ciclos o los grupos experimentales. Del
mismo modo Santos et al., (65) rechazé parcialmente que la mastitis subclinica
en vacas mestizas (Bos taurus - Holstein x Bos indicus - Gir) pudiese
comprometer el crecimiento folicular, ya que no se detectaron diferencias entre
los tratamientos; tanto en el foliculo dominante como en la tasa de crecimiento

ovulatorio; sin embargo, la tasa de ovulacién fue menor en vacas con mastitis.

201
— T1 (vacas sanas)
£ T2 (vacas enfermas)
E)E’ 154 13.6
a 11.9
LL
o 10
©
o
T
£ 97
©
|_
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Figura 6. Media del Tamafio de foliculo preovulatorio en cada tratamiento.
Prueba de Mann-Whitney (P >0,05) con valor de tendencia (P=0,07).

Fuente: autoras

4.2.3. Porcentaje de ovulacién

Se establecié que el porcentaje de ovulacion de los dos tratamientos en estudio
(T1y T2) mostraron valores similares 93.5 y 85.2% (P>0,05) (figura 7). En este
contexto, Lavon et al., (19) coinciden con estos porcentajes, al sugerir que los
efectos perturbadores de la mastitis clinica o subclinica en el intervalo estro-
ovulacion, no fueron alterados en el 70% de las vacas mastiticas en estudio. Sin
embargo, hay autores como Kumar et al., (66) quienes describieron que la
reduccion en la liberacién pulsatil de la LH influye en la interrupcion del soporte
de gonadotropina para la funcién folicular; Secrecién preovulatoria de estradiol,
gue posteriormente reduce la expresion del estro; secrecion de LH; oleada de
LH preovulatoria; y la ovulacién. Por su parte Lavon et al., (67) informaron que
la oleada de LH se retras0 en las vacas expuestas al lipopolisacarido (LPS)

durante el estro, lo que dio lugar a una ovulacién retrasada (intervalo de
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ovulacion entre el estro retrasado de 30 a 75 h), lo que finalmente redujo las
posibilidades de una fertilizacion exitosa.

c
O
'S 100 93.5 ,
‘_35 85.2 HE Owld
= No owuld
3 75-
[¢D)
©
QL 504
S
o
O 257 14.8
[®) 6.5
o
0- 1 ]
T1 T2 T1 T2

Figura 7. Porcentaje de ovulacion en cada tratamiento. Prueba Chi Cuadrado
(P>0,05)

Fuente: autoras

4.3 Resultados del objetivo 3

4.3.1. Valores de estrégeno (E 2) en suero sanguineo

Se determin6 que el valor de Estrégenos presentes en suero sanguineo de los
tratamientos T1 y T2 presentan diferencia estadistica (P <0,05) (figura 8), con
valores de 37,4y 73,9 pg/ml respectivamente, esta diferencia concuerda con la
obtenida por Musal et al., (68) en donde sefiala que las concentraciones séricas
de estradiol (pg/mL) en vacas con infeccion subclinica fueron mas altas que el
grupo de control en 24h (63.85 + 7.65y 44.2 + 1.94); 36h (60.95+ 7.1y 45.89 +
3.59) y 48h (59.94 + 8.19 y 41.4 + 2.39, respectivamente), sin embargo estos
valores se encuentran en un rango referencial reportado por Moyano et al., (69)
en su estudio en donde sefiala un rango entre 0,5 a 120 pg/ml para vacas

Holstein.
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Figura 8. Valores de estrégenos presentes en suero sanguineo. Prueba T de
Student (P<0,05)

Fuente: autoras

4.3.2. Valores de estrégeno (E 2) en liquido folicular

Se evidencio que el valor de estrogenos presentes en liquido folicular de los dos
tratamientos en estudio (T1y T2) si bien no present6 diferencia estadistica (P>
0,05) describe una tendencia (P=0,07), con valores de 4.086,6 y 5.140,1pg/mi
respectivamente (figura 9).Al igual que Opara et al., (70) quienes obtuvieron
concentraciones de 2558.8 + 8.9 pg / mL para el estrégeno en liquido folicular
de vacas ciclicas, estos valores obtenidos difieren a los que Lavon, (7), sefiala
en su estudio, en donde un tercio de las vacas con MSC poseen valores de
400.000 pg/ml y los dos tercios restantes exhibieron niveles normales de
estradiol (>400.000 pg/ml). Furman et al., (54) también coinciden que la
infeccion intramamaria subclinica inducida por toxinas Gram + y Gram - causo
una disminucion prolongada y marcada en el estradiol folicular, incluso dias

después de terminada la induccién de la mastitis
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Figura 9.Valores de estrogenos presentes en liquido folicular. Prueba T de
student (P>0,05)

Fuente: autoras
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5. CONCLUSIONES
A partir de los resultados obtenidos, bajo las condiciones del presente estudio
podemos concluir que:
e Las vacas que adquieren mastitis subclinica ven afectada su porcentaje de
prefiez, posterior al proceso patoldgico.
e La mastitis subclinica se correlaciona negativamente con el diametro de
foliculo preovulatorio, mas no asi en su actividad ovarica.
e Las concentraciones de estrogenos en vacas diagnosticadas con mastitis

subclinica son inferiores en suero sanguineo, mas no en liquido folicular.
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6. RECOMENDACIONES

e Debido al impacto negativo que tiene la mastitis en la produccion y sobre todo
en la reproduccion se recomienda realizar periédicamente analisis para el
diagndstico de la misma y definir el tipo de agente etiologico.

e Se sugiere incluir mayor cantidad de animales a estas investigaciones para
evitar tendencias y verificar si hay o no significancia estadistica en los
resultados. Se exhorta a realizar mas investigaciones de tipo experimental,
evaluando el desarrollo y calidad del ovocito fecundado de vacas mastiticas

in vitro para conocer mas a fondo el efecto de la mastitis subclinica.
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Anexo 1. Hoja de campo 1

8. ANEXOS

“Efecto de la mastitis subclinica sobre la fertilidad en vacas de leche en
los cantones: Cuenca, Girén, San Fernando de la provincia del Azuay y
Déleg de la provincia del Canar”

PROPIETARIO: Ha:
SECTOR:
FECHA:
Identificaciéon # de Dias de
del animal Raza|C.C| Partos Lactancia | C.C.S Observaciones
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Anexo 2. Flujo grama de la metodologia del ensayo 1
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Anexo 3. Hoja de campo 2
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Efecto de la mastitis subclinica sobre el porcentaje de prefiez resultado de

la primera inseminacion pos diagndstico de la enfermedad.

PROPIETARIO: Ha:

SECTOR:

FECHA:

Identificacio Grupo de Fecha ultima | Diagndstico | Observacione
n estudio C.Cs I.A de prefiez s
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Anexo 4. Flujo grama de la metodologia del ensayo 2
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Anexo 5. Hoja de campo 3

Universidad de Cuenca

Tamafo del foliculo preovulatorio y el porcentaje de ovulacion, luego de
una sincronizacion pos diagndstico de mastitis subclinica (MSC).

PROPIETARIO: Ha:
SECTOR:
FECHA:
Presencia
Grupo de D. D. /Ausencia de
Identificacion estudio C.C.S |longitudinal | transversal FPO
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Anexo 6. Flujo grama de la metodologia del ensayo 3
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Fotografia 1. Toma de muestras de leche (ordefio de la mafana)

Fuente: autoras

Fotografia 2. Identificacion de las muestras de leche

Fuente: autoras
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Fotografia 3. Transporte de muestras.

Fuente: autoras
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Anexo 8. Regitros reproductivos.

Fotografia 4

Fotografia 5
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Fotografia 7
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Fotografia
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Fotografias (4-8). Regitros reproductivos de las ganaderias en estudio.
Fuente: autoras
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Anexo 9. Andlisis de leche en el laboratorio.

Fotografia 9

Fotografia 10
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Fotografia 11

Fotografias (9-11). Equipo para analisis de leche (diagnostico de mastitis
subclinica.)

Fuente: autoras
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Fotografia 13
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Fotografia 14

Fotografias (12-14). Ecografia para medicién de Foliculo Preovulatorio.

Fuente: autoras
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