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1. RESUMEN

La cetosis es una de las patologias mas prevalentes en los rodeos lecheros y conlleva a
grandes pérdidas economicas, por lo que el diagndstico temprano es especialmente
importante. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar tres herramientas de
diagnostico de cetosis subclinica [tiras reactivas en orina Multistix® 10SG (Siemens®,
Alemania); espectrometria infrarroja transformada de Fourier (FTIR); y relacion
grasa:proteina (G:P) de la leche] en vacas Holando, durante los primeros 20 dias posparto. El
trabajo se realizd en la Unidad de Lecheria del Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria, “La Estanzuela”, Uruguay, durante dos afios. Se utilizaron 101 vacas
multiparas Holando, las cuales fueron evaluadas para el diagnostico de cetosis subclinica, dos
veces por semana desde el parto hasta el dia 20 posparto. Se realizé un diagndstico presuntivo
de cetosis subclinica a través de la recoleccion de muestras de orina y medicion de las
concentraciones de Acetoacetato (AcAc) con tiras reactivas Multistix® 10SG. Luego de esto,
se tomaron muestras de sangre de todos los animales, determinando la concentracion de -
hidroxibutirato (BHB) sanguineo, considerada la prueba de referencia. Durante el ordeiie,
previo a la revision clinica, se obtuvieron muestras de leche para determinacion de BHB,
grasa y proteina lactea con el método FTIR, y se calcul6 la relacion G:P de la leche. Durante
los dos afios de evaluacion la frecuencia de cetosis clinica fue 8,9% (9/101) y de 49,5%
(50/101) para cetosis subclinica. La correlacion entre las concentraciones de BHB en sangre y
de AcAc en orina fue positiva (r=0,67; P< 0,0001), y se obtuvo una sensibilidad (Se) de
37,8% y una especificidad (Esp) de 94,4% para las tiras Multistix® 10SG. Por otro lado, se
encontré una correlacién positiva entre las concentraciones de BHB en sangre y BHB en
leche (1=0,44; P< 0,0001). Al evaluar dos puntos de corte para la concentracion de BHB en
leche (> 0,07 mmol/L y > 0,10 mmol/L), se obtuvo una Se de 95,9% y Esp de 16,7% para el
primer punto de corte; mientras que para el segundo la Se fue de 72,6% y la Esp de 62,1%. El
punto de corte optimo que se calculd en este trabajo para el diagndstico de cetosis subclinica
por el método FTIR en leche fue >0,14 mmol/L (Se= 75% y Esp= 60%). Las concentraciones
de BHB en sangre se correlacionaron positivamente con el valor de relacion G:P (r=0,19;
P=0,04) a través de su relacion con los % de grasa (=0,22; P=0,02), no asi con los de proteina
(r=-0,04; P<0,10) de la leche. La Se de la relacion G:P, para el diagnodstico de cetosis
subclinica fue de 94,4% y la Esp de 16,2%. Si bien las tres herramientas evaluadas para
diagnoéstico de cetosis subclinica se asociaron con el diagndstico por la prueba de referencia

(concentracion de BHB en sangre), el método de medicion de BHB en leche con FTIR obtuvo



un mejor desempefio de diagnoéstico que las tiras Multistix® 10SG, detectando mejor a los
animales enfermos del rodeo. La utilizacion de la relacion G:P como indicador de cetosis

subclinica resultd condicionada al porcentaje de grasa en leche.



2. SUMMARY

Ketosis is one of the most frequent and costly metabolic disorders in dairy herds, so its early
diagnosis is particularly important. The objective of this study was to evaluate three tools to
diagnose subclinical ketosis in Holstein cattle [test strips Multistix® 10SG (Siemens,
Germany); Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR); and milk fat:protein ratio (F:P)],
during the first 20 days after calving. The work was made at Unidad de Lecheria of Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA, La Estanzuela, Uruguay), in a two-year
period. One hundred one multiparous cows were clinically evaluated two times a week, from
calving to day 20 postpartum. Urine Acetoacetate (AcAc) concentration were individually
evaluated by test strips Multistix® 10SG. At the same time, blood samples were taken to
determine serum B-hydroxybutyrate (BHB), it was considered the gold standard for Ketosis
diagnosis. Individual milk samples were obtained during milking, previous clinical evaluation
of the cows, to determine BHB, fat (F) and protein (P), using the FTIR technique. Also, milk
F:P ratio was calculated. The frequency of clinical ketosis was 8.9% (9/101) and 46.5%
(50/101) for subclinical ketosis during the two years of evaluation. The correlation between
concentrations of blood BHB and urine AcAc was positive (r=0.67; P<0.0001). The
sensitivity (Se) and specificity (Sp) for Multistix® 10SG were 37.8% and 94.4%,
respectively. A positive correlation between concentrations of blood and milk BHB was
found (r=0.44; P<0.0001), evaluating two cut-off points for BHB concentration in milk (>
0.07 mmol/L y > 0.10 mmol/L); the Se obtained was 95.9% and the Sp was 16.7% for the first
cut-off point, and 72.6% and 62.1% for the second, respectively. The cut-off point optimal
calculated in this study for the diagnosis of subclinical ketosis by FTIR method was >0.14
mmol/L (Se= 75% and Sp= 60%). The BHB concentrations in blood correlated positively
with the milk F:P ratio (r=0.19; P=0.04), it was conditioned to fat percentage (r=0.22;
P=0.02), since there was no correlation with protein percentage (r=0.04; P<0.10) in milk. The
Se of G:P ratio for the subclinical ketosis diagnosis was 94.4% and the Sp 16.2 %. Although
the three tools evaluated for subclinical ketosis diagnosis were associated with gold standard
(concentration of BHB in blood), the best method was FTIR since it was able to detect
effectively sick animals. The use of the milk F:P ratio as an indicator of subclinical Ketosis

was conditioned by the percentage of fat in milk.



3. INTRODUCCION

Uruguay ocupa el lugar niimero 45 en el ranking de produccion mundial de leche con
2.110.000 toneladas producidas anualmente (INALE, 2018). La leche y sus derivados abarcan
el 9% de todas las exportaciones (MGAP, 2019). En 2018, fueron exportadas 233.623
toneladas de productos lacteos (INALE, 2018), representando el 70% de lo producido en el

pais, siendo el 30% restante para consumo interno.

La lecheria se extiende por todo el territorio nacional, siendo la llamada "Cuenca Lechera
Sur" (departamentos de Canelones, Colonia, Florida y San José) donde se encuentra la mayor
concentracion de tambos del pais (73% de los establecimientos) y la mayor parte de la
produccion (71% del volumen de leche producido) (MGAP, 2016). La superficie explotada
por la produccion lechera es de 754.000 hectareas, siendo el 60% pasturas mejoradas (MGAP,
2019). De los 3.688 establecimientos lecheros que existen en Uruguay, 2.662 remiten a planta
industrial. La produccion total de leche comercial es de 2.173 millones de litros, remitiendo a

planta 1.872 millones de litros/afio.

Los sistemas lecheros de Uruguay se caracterizan por ser explotaciones de mediano porte, con
un promedio de 250 hectareas, 150 vacas en ordefie, y una produccion de 18 litros de leche
por vaca por dia (INALE, 2014). Sin embargo, este sistema productivo ha sufrido un proceso
de intensificacion en la ultima década. Esta intensificacion se ha dado a través de una mayor
produccion individual en una superficie menor; lo que se visualiza con el aumento de un 5,3%
de la produccién nacional entre 2002 y 2014, con una reduccion en el numero de
explotaciones de un 3% anual (INALE, 2014). El sistema de alimentacion caracteristico es
alimentacion mixta (pasturas, reservas y suplementacion) (Chilibroste, 2011). La estrategia se
basa en un incremento significativo en el uso de concentrados y reservas de forraje (MGAP,
2009), principalmente en los periodos de baja produccion de pasto (invierno), mientras que la
cosecha directa de forraje por parte de los animales ha permanecido sin cambios significativos
(Chilibroste y col., 2012). Este tipo de sistema de alimentacion, aunque no se caracteriza por
una alta intensificacion, como lo son los sistemas totalmente confinados, presenta
caracteristicas propias que podrian generar animales propensos a alteraciones metabolicas,
reproductivas y problemas de salud. Esto es dado principalmente por el desacople entre los
requerimientos nutricionales de las vacas y la oferta de nutrientes proveniente de las pasturas,
ya que la cantidad y calidad de estas ultimas podrian ser insuficientes para sostener altas

producciones marcadas por la genética animal (Chilibroste y col., 2012).



La problematica antes mencionada se hace atin mas evidente durante el periodo de transicion
(PT), periodo que comprende desde la tercera semana preparto hasta la tercera semana
postparto (Grummer, 1995). En este momento es donde ocurren la mayoria de los problemas
de salud en la vaca, debido a la dificultad del animal para adaptarse al balance energético
negativo (BEN) caracteristico de este periodo (Ingvartsen, 2006). Las patologias mayormente
observadas durante el PT estan dadas por la alta movilizacion grasa (higado graso, cetosis,
acidosis ruminal), la mala utilizacion de los minerales (hipocalcemia) y la depresion del
sistema inmune (retencion de placenta, metritis y mastitis) (Esposito, 2014). La cetosis es una
de las patologias de mayor prevalencia en los rodeos lecheros, siendo una enfermedad
relevante debido a las pérdidas productivas que conlleva, asi como los altos costos de
tratamientos que genera (Corbellini, 2000; Van Saun, 2010). Su diagnoéstico se realiza
principalmente por el analisis de B-hidroxibutirato (BHB) en sangre (Cucunubo y col, 2013),
el cual a pesar de ser el método de referencia presenta algunas limitaciones practicas, como
son el costo moderado, la capacitacion adecuada para la recoleccion de muestras y el envio
posterior a laboratorios de referencia para su determinacion. Estas caracteristicas del método
podrian resultar en una desventaja para su aplicacion rutinaria por parte de los productores.
Por lo tanto, validar métodos diagnosticos alternativos, no invasivos y de menor costo podrian
mejorar la adopcion por parte de los productores lecheros de las herramientas, optimizando la

deteccion temprana de la enfermedad.



4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1. Periodo de transicion de la vaca lechera

El periodo de transicion es un periodo particularmente importante para la vaca lechera ya que
durante este ocurren grandes modificaciones a nivel enddcrino/metabolico que permiten que
el animal se prepare para el parto y la lactogénesis (Grummer, 1995). Dichos cambios
metabolicos estan dados por el aumento repentino y marcado de los requerimientos de
nutrientes para la produccion de leche, en un momento en el que el consumo de materia seca
(CMS) es menor al requerido (Drackley, 1999). A medida que avanza la edad gestacional, la
demanda de energia, proteina y minerales aumenta, por un lado, por la demanda por parte del
feto, y por otro por la formacion del calostro y la leche (Goff'y Horst, 1997), lo que lleva a un
BEN. Por lo tanto, el manejo de la alimentacion resulta crucial para la adaptacion metabdlica

de la vaca lechera en el PT (Loor y col., 2007; Graugnard y col., 2013; Roche y col., 2013).

Los marcados cambios en el metabolismo y en el sistema inmune del animal, caracteristicos
del PT (Fig. 1), hacen a las vacas extremadamente susceptibles a distintas patologias
digestivas, metabolicas e infecciosas (Ingvartsen y col., 2003; Lacetera y col., 2005; Sordillo,
2005; Ospina y col., 2010). Durante este periodo se producen el 75% de las enfermedades
observadas en la lactancia (LeBlanc y col., 2005), siendo la cetosis, metritis, retencion de
placenta y de desplazamiento de abomaso las mas importantes. Las prevalencias de estas
enfermedades dependeran de muchos factores, entre ellos el tipo de produccion. La aparicion
de cetosis clinica es observada principalmente en vacas lecheras de alta produccion, con una
prevalencia de 3,7% (Suthar y col., 2013); llegando al 52% para cetosis subclinica (Garzon
Audor y Espinosa, 2018). Tres funciones basicas deben ser mantenidas durante el PT para
evitar las enfermedades, la adaptacion del rumen a la dieta de la lactancia (alta en energia),
mantener los niveles normales de calcio en sangre y el buen funcionamiento del sistema

inmunologico (Goff'y Horst, 1997).

4.2.  Balance energético negativo

El BEN caracteristico del PT se produce a causa de la disminucion del CMS en el preparto y
primeras semanas posparto, y el incremento en la demanda energética para la produccion de
leche en el posparto, lo que conlleva a una movilizacion lipidica para suplir los
requerimientos energéticos. Los requerimientos de energia neta de lactacion (ENL) y proteina

metabolizable en vacas sanas a los 4 dias postparto exceden la ingesta en un 25%. Ademas, la



utilizacion de esta ENL y proteina para la produccion de leche representa entre el 83 y el
97%, dejando asi una muy baja cantidad disponible para las necesidades de mantenimiento de
la vaca (Drackley, 1999). Durante las tres ultimas semanas preparto, el CMS puede llegar a
disminuir entre un 30 y un 35%, sin embargo, es en la semana posterior al parto donde el
balance energético y proteico negativo es mas acentuado (Grummer, 1995). El consumo de
agua también esta correlacionado con el CMS, por lo que en vacas con baja ingesta de agua se

podria exacerbar el BEN (Goldhawk y col., 2009).

Las principales alteraciones debidas a lo expuesto anteriormente son la pérdida de condicion
corporal (Grummer y col., 2004), cambios en los perfiles metabolicos-hormonales (Bell,
1995; Meikle y col., 2013), aumento de incidencias de enfermedades e infertilidad (McArt y
col., 2013; Aleri y col., 2016) pudiendo estar comprometido el bienestar animal (Logue y

Mayne, 2014).

| Consumo de 1 Demanda
materia seca de energia
Balance
| Glucosa en sangre energetic
negativo
Hormona de
| Genes de i crecimiento
inmunidad Lipolisis,
adquiridos gluconeogénesis
| Insulina Insulina Estrés
A= tAGNE y
cuerpos cetonicos
1 Genes

inflamatorios | Funcién de las
celulas inmunes

! 'fmd“ Iaciér_l Inflamacion
proinflamatoria
t Proteinas de fase
aguda negativa

Citoquinas: IL-1,IL-
itoquinas: TNF-u, IL-1,IL-16 | Proteinas de fase

aguda positiva

Fig. 1. Interacciones entre el sistema inmunoldgico, endocrino y metabdlico en vacas lecheras

durante el periodo de transicion (modificado de Esposito, 2014).
4.3.  Cetosis

La cetosis es un trastorno multifactorial del metabolismo energético, que se caracteriza
bioquimicamente por la presencia de hipoglicemia (baja en la concentracion de glucosa en
sangre) y cetonemia (acumulacion de cuerpos cetonicos en sangre) (Radostits, 2002). La
cetosis puede presentarse en forma clinica, o subclinica segiin la aparicion de sintomas

clinicos. Existen varios factores que predisponen al animal a presentar cetosis, entre ellas se



encuentra la paridad, ya que vacas multiparas son mas susceptibles que vacas primiparas
(McArt y col., 2013; Vanholder y col., 2015; Morales-Pifieyraa y col., 2018). A pesar de que
la cetosis se ha relacionado con una mayor produccion de leche, Ingvartsen y col. (2003),
determinaron que vacas con altas producciones no presentan mayor riesgo de esta enfermedad
en el periparto, sugiriendo que la patogénesis no estd directamente relacionada con la
produccion de leche per se, sino con otras variables (Ingvartsen y col., 2006). Por otro lado,
las enfermedades del periparto frecuentemente estan interrelacionadas y en este sentido, la
cetosis se relaciona con la hipocalcemia, asi como con la retencion de placenta (Mulligan y

Dobherty, 2008).
4.3.1. Etiopatogenia y epidemiologia

Los rumiantes se diferencian de los monogastricos debido a las particularidades en la
digestion ruminal de los nutrientes (Mann, McArt y Abuelo, 2019). Los rumiantes absorben
muy pocos carbohidratos de la dieta en forma de hexosa, debido a que son fermentados en el
rumen hasta acidos grasos de cadena corta (acidos grasos volatiles, AGV), principalmente
acetato (70%), propionato (20%) y butirato (10%). En consecuencia, las necesidades de
glucosa del rumiante deben ser satisfechas por la gluconeogénesis, dependiendo la produccion
hepatica de glucosa, en gran medida de la concentracion de los AGV en sangre (Mann, McArt
y Abuelo, 2019). Los precursores glucogénicos cuantitativamente mas importantes de este
periodo son el propionato en primer lugar durante todo el PT, y en segundo lugar el lactato,
relevante en la primera semana posparto (Larsen y Kristensen, 2013). Durante el PT, la
concentracion de estos precursores disminuye, comprometiendo la capacidad gluconeogénica
del higado. En ese momento, la vaca debe utilizar fuentes alternativas de energia, por lo tanto,
aumenta el catabolismo de su tejido adiposo (Mann, McArt y Abuelo, 2019). La
lipomovilizacion resulta en un incremento de la concentracion plasmatica de los acidos grasos
no esterificados (AGNE), que seran utilizados por el higado para 1) su oxidacion completa y
produccion de energia, 2) oxidacion parcial a través de la cetogénesis [produccion de cuerpos
cetonicos: BHB, acetoacetato (AcAc) y acetona (Ac)], 3) esterificacion a triglicéridos para
empaquetamiento en lipoproteinas, o 4) almacenamiento de esos triglicéridos en el tejido
hepatico (Sun y col., 2016). Los cuerpos cetonicos resultan en una importante fuente de
energia complementaria, y su aumento durante el BEN es normal dentro de ciertos rangos
fisiologicos (Bell, 1995). El problema surge cuando su produccién se vuelve excesiva debido

a la oxidacion parcial o incompleta de los AGNE (White, 2015).



La cetosis clinica se identifica por la aparicion abrupta de signos clinicos digestivos o
nerviosos (Baird, 1982; Duffield, 2000). Sin embargo, es posible clasificar en cetosis clinica
si se presentan concentraciones de BHB en sangre mayores a 3,0 mmol/L aun sin signos
clinicos aparentes. El cuadro digestivo representa del 85 a 95% de los casos (Cote y col.,
1969). Las vacas presentan apetito selectivo (Herdt, 2000), reduccion de la produccion lactea,
incremento de la pérdida de peso con la consecuente pérdida de condicién corporal (Gillund y
col., 2001). En muchos casos existe olor a acetona en la espiracion y/o en la leche. También
se puede observar heces secas, depresion moderada y rechazo a caminar (Fleming, 2006). La
forma nerviosa representa entre el 5 y 15% de los casos (Cote y col., 1969). Las vacas
presentan signos de inicio agudo, incluyendo salivacion, masticacion, andar tambaleante,
incoordinacion motora, ceguera, caminar en circulos, déficit propioceptivo, presion de la
cabeza contra objetos, pica, hiperestesia, vocalizacion constante, tremores moderados, tetania

y algunas vacas pueden tornarse agresivas con las personas.

La cetosis subclinica se caracteriza por cambios bioquimicos en el animal, presencia de
hipoglicemia y cetonemia, sin presencia de signos clinicos evidentes. Por lo tanto, para
determinar si una vaca presenta cetosis subclinica es necesario medir la concentracion de
cuerpos cetdnicos en sangre, la cual se define cuando los valores de BHB estan entre 1,2
mmol/L y 3,0 mmol/L (Mann, McArt y Abuelo, 2019). Las principales consecuencias en el
animal son la disminucion de la produccion lactea (1-9%), la reduccion de la fertilidad (Walsh
y col, 2007), y un mayor riesgo a otras enfermedades, incluyendo higado graso,

desplazamiento de abomaso y metritis (Suthar y col., 2013).

La alta prevalencia de esta patologia en los rodeos lecheros, las pérdidas de produccion y los
costos de tratamiento y prevencion, hacen que sea una patologia relevante para el productor.
McArt y col. (2012) reportaron que las vacas con cetosis subclinica pierden de 1,2 a 2,1 kg de
leche/dia en sus primeros 30 dias de lactancia en comparacion con vacas no afectadas en
sistema intensivo de alimentacion (TMR con 60% de forraje, 40% de concentrados). Otros
estudios determinaron que las pérdidas de leche en 305 dias de lactancia son entre 130 kg y
680 kg en vacas con cetosis subclinica (Duffield y col., 2009; Ospina y col., 2010). E1 50% de
las vacas lecheras pasan por un periodo temporal de cetosis subclinica en el primer mes de
lactancia (Esposito, 2014), reportandose valores entre el 4% y el 52% (Garzén Audor y
Espinosa, 2018). La incidencia también es variable segin pais y/o sistema de produccion, por

ejemplo, en sistemas en pastoreo es mas baja (10-30%) que en sistemas confinados (12-60%)



(Garzon Audor y Espinosa, 2018). Tanto en sistemas confinados como pastoriles el pico de
casos se observa entre la primera y la segunda semana posparto (McArt y col., 2012;

Compton y col., 2014).

4.3.2. Diagnostico de cetosis subclinica

El diagnostico de cetosis subclinica se realiza a través de la determinacién de cuerpos
cetonicos en sangre, leche y/u orina (Goff y Horst, 1997). La determinacion de BHB
plasmatico es considerada la prueba de referencia (Cucunubo y col., 2013), ya que la
concentracion de BHB es mas estable que la de Ac o AcAc (Ty6ppdnen y Kauppinen, 1980).
La extraccion de sangre para la determinacion de BHB puede ser realizada tanto de la vena
coccigea como de la yugular. Las diferentes técnicas para determinacion de BHB en sangre ya
han sido revisadas por algunos autores (Oetzel, 2004; Zhang y col., 2012), siendo la técnica
de eleccion la espectrofotometria. Si bien se define como cetosis subclinica cuando BHB en
sangre se encuentra entre 1,2 mmol/L y 3,0 mmol/L (Mann y col., 2019; Suthar y col., 2013),
Duffield y col. (2009), establecieron el umbral de BHB en sangre con impacto en los
animales, encontrando que las concentraciones séricas de BHB > 1,2 mmol/L en la primera
semana después del parto se asociaron con un mayor riesgo de desplazamiento de abomaso y
metritis, y menor rendimiento de leche con mayor porcentaje de grasa y menor porcentaje de

proteina.

Ademas del analisis de BHB en sangre realizado en un laboratorio, este se puede determinar
al pie de la vaca con un medidor electronico (Precision Xtra, Abbott®, Estados Unidos),
obteniendo el resultado instantaneamente (Oetzel y McGuirk, 2010). La prueba presenta una
sensibilidad entre 88 y 96,3% y una especificidad entre 96 y 98,2% para el valor umbral > 1,2
mmol/L en sangre (Iwersen y col., 2009; Konkol y col., 2009).

Debido a la dificultad que conlleva extraer sangre a los animales y al ser una técnica invasiva,
se han desarrollado otras pruebas para el diagnostico de cetosis, las cuales determinan cuerpos
cetonicos de forma cuali y/o cuantitativa en leche u orina (Enjalbert y col., 2001).
Generalmente, para la medicion de BHB se utiliza sangre o leche, siendo el AcAc mas
comunmente evaluado en orina (Duffield, 2000; Krogh y col., 2011). Se han reportado altas
correlaciones entre la concentracion de BHB en sangre tanto con las concentraciones de BHB
y AcAc en leche (=0,66 y 0,62, respectivamente) (Enjalbert y col., 2001; Iwersen y col.,
2009) como con la concentracion de AcAc en orina (r=0,42, P<0,05) (Cucunubo y col., 2013).

Sin embargo, a pesar de que existen estas correlaciones entre la cantidad de cuerpos cetonicos



en sangre, leche y orina, la sensibilidad y especificidad de las diferentes pruebas han sido muy
variables (Geishauser y col., 2000; Oetzel, 2004; Iwersen y col., 2009) dependiendo de la

técnica y/o el punto de corte para el diagnostico de cetosis subclinica.

En el cuadro 1 se muestran las caracteristicas operativas de diferentes pruebas diagnosticas
para cetosis subclinica en vacas lecheras, evaluadas por distintos autores. Para la medicion de
cuerpos cetonicos en leche las pruebas semicuantitativas que existen son: tiras reactivas para
determinacion de BHB, o polvo de nitroprusiato de sodio para determinaciéon de AcAc
(prueba de Rothera) (Geishauser y col., 2000; Oetzel, 2004; Krogh y col., 2011; Tatone y col.,
2016). Este ultimo presenta un valor limitado debido a la poca sensibilidad para la
determinacion de cetosis en comparacion con las pruebas de BHB en sangre y las tiras de
BHB en leche (Oetzel, 2004; Carrier y col., 2004). Para el caso de las tiras reactivas de BHB
en leche, la sensibilidad (2-90%) y la especificidad (93-99%) presentan una amplia variacion
segin el punto de corte (Geishauser y col., 2000; Carrier y col., 2004). La tira reactiva
disponible comercialmente mas utilizada y validada es Keto-Test ™ (Elanco, Greenfield, IN,
EE. UU.) con una sensibilidad del 81,5% y una especificidad del 81.9%, cuando se utiliza el
punto de corte sugerido por el fabricante (> 0.1 mmol/L) relativo a los umbrales de referencia
de 1,2 y 1,4 mmol/L en suero (Tatone y col., 2016). Por otro lado, existe la medicion directa
de BHB en leche, para la cual se han evaluado principalmente dos técnicas. Una de ella es
enzimatica, en la cual se utiliza la enzima BHB deshidrogenasa para formar NADH, que
luego es leido por un espectrofotdmetro determinando asi la concentracion de BHB; para esto
es necesaria la desproteinizacion de la leche antes del analisis (Enjalbert y col., 2001).
Enjalbert y col. (2001) quienes estudiaron el punto de corte para el diagndstico de cetosis
subclinica individual con esta técnica establecieron la concentracion de BHB > 0,07 mmol/L,
para definir cetosis subclinica presentando una Se de 91,7% y una Esp de 64,4% comparada
con el diagnéstico en sangre. La otra metodologia es la espectrometria infrarroja transformada
de Fourier (FTIR) que fue utilizada para determinar concentraciones de Ac y BHB en leche,
la cual es rapida y econdmica, por lo tanto, facil de implementar a gran escala (Hansen, 1999;
Heuer y col., 2001; de Roos y col., 2007). De Roos y col. (2007) evaluaron la FTIR utilizando
como prueba de referencia la determinacion de cuerpos cetonicos con métodos quimicos en
leche (analisis de flujo segmentado). Estos autores, al utilizar puntos de cortes de 0,15
mmol/L para Ac y 0,10 mmol/L para BHB con el método FTIR, encontraron una sensibilidad
de 69 y 70%, respectivamente, y una especificidad de 95% para ambas (de Roos y col, 2007).

La FTIR, en general, es utilizada para la evaluacion de la prevalencia de cetosis en un rodeo,



como método de vigilancia, para lo cual se utiliza concentraciones < 0,15 mmol/L de BHB en
leche para clasificar a los animales como negativos, los que tienen entre 0,15 y 0,19 mmol/L

como sospechosos; y > 0,20 mmol/L como positivos (Denis-Robichaud y col., 2014).

En adicion, también en leche es posible determinar la composicion de grasa y proteina, y
utilizar la relacion grasa:proteina (G:P) como indicador de cetosis subclinica, ya que este seria
un indicador del metabolismo energético (Cejna y Chladek, 2005). La relacion G:P 6ptima
varia de 1,0 a 1,25; vacas con valores de relacion G:P superiores a 1,3 al inicio de lactancia
presentan mayor riesgo de cetosis (Cucunubo y col., 2013; Denis-Robichaud y col., 2014). La
relacion G:P > 1,33 resultd en una sensibilidad (58%) y especificidad (69%). El mejor punto
de corte resultd en una relacion G:P > 1,42 con 92% de sensibilidad y 65% de especificidad

(Jenkins y col., 2015).

La evaluacion de cuerpos cetonicos en orina también puede ser utilizada para el diagnostico
de cetosis subclinica. El fundamento de la técnica es que vacas con BEN y cetosis subclinica,
demuestran una excrecion urinaria de BHB mayor que vacas metabdlicamente sanas
(Cucunubo y col., 2013). La presencia de cuerpos cetonicos en orina puede ser medida semi
cuantitativamente a través de tiras reactivas Ketostix® (Bayer, Germany) y tabletas Acetest™
(Bayer, Germany). La primera determina los niveles de AcAc a través de la reaccion con el
nitroprusiato de sodio dando una escala colorimétrica la cual va desde negativo, rosa claro
hasta purpura (concentracion de AcAc entre Smg/dL y 160mg/dL). La segunda mide Ac por
el mismo método (Tatone y col., 2016). Las tiras mas utilizadas y validadas para el control de
la cetosis subclinica son las Ketostix® (Bayer, Germany) (Geishauser y col., 1998; Carrier y
col., 2004; Oetzel, 2004; Tatone y col., 2016). Estudios que han evaluado la eficacia de estas
tiras reportaron que la prueba puede presentar una sensibilidad aceptable (50-78%) y
especificidad muy buena (95-97%) tomando el punto de corte de 15 mg/dL de AcAc (Carrier
y col., 2004; Oetzel, 2004; Krogh y col., 2011; Iwersen y col., 2009; Tatone y col., 2016).
Otros autores para un punto de corte de Smg/dL reportaron una Se muy variable (5-94,1%) y
una Esp que va desde 70,7 a 100% (Oetzel, 2004; Williamson, 2019; Tatone y col., 2016;
Iwersen y col., 2009; Geishauser y col., 1998).

Existen otras marcas de tiras reactivas en orina que evalian AcAc, como son las Multistix®
10SG (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Germany). Estas tiras son de uso humano, y no

han sido evaluadas para el diagnodstico de cetosis en bovinos, a pesar de que han sido



utilizadas en varios trabajos cientificos para evaluacion de pH o proteina en orina de vacas

lecheras (Cheong y col., 2012; Constable y col., 2019; Afsahi y col., 2020).

La evaluacion al pie de la vaca de cuerpos cetonicos proporciona una herramienta 1til y
practica para la monitorizacion de la cetosis subclinica en rodeos lecheros (Abuelo y Alves
Nores, 2016). La determinacion en leche es mas conveniente en comparacion con los analisis
de sangre y orina, debido a la facilidad de recoleccion de muestra durante el ordefio, y la
certeza de obtener una muestra, lo que no ocurre cuando se realiza una prueba con orina
(Oetzel, 2004). La precision de la prueba, el costo, la facilidad de uso y el tiempo requerido
son factores que los productores tienen en cuenta cuando van a elegir qué método utilizar. La
importancia econdémica y el impacto que tiene la cetosis subclinica sobre el bienestar animal,
sumado a la limitada informacion sobre algunos métodos diagnoésticos alternativos de cetosis
subclinica en conjunto (Multistix® 10SG y FTIR), en sistemas lecheros de alimentacion
mixta, hacen imprescindibles los estudios sobre estos temas en los sistemas lecheros

caracteristicos uruguayos.

Cuadro 1. Caracteristicas operativas de las diferentes pruebas diagndsticas para cetosis

subclinica evaluados por distintos autores.

Prueba Muestra Punto de corte  Sensibilidad(%) Especificidad(%) Autor
Keto-test™ Leche >0,10 mmol/L 81,5 81,9 Tatone y col. (2016)
Prueba enzimatica Leche >0,07 mmol/L 91,7 64,4 Enjalbert y col. (2001)
FTIR Leche >0,10 mmol/L 70 95 de Roos y col. (2007)
Relacion G:P Leche >1,42 92 65 Jenkins y col. (2015)
Ketostix® Orina >5 mg/dL 5 100 Geishauser y col. (1998)
Ketostix® Orina >5 mg/dL 87,6 89,2 Tatone y col. (2016)

Ketostix® Orina >5 mg/dL 94,1 70,7 Williamson (2019)




5. HIPOTESIS

El diagnostico de cetosis subclinica en vacas Holando a través de la determinacion de cuerpos
cetonicos en orina o leche, y la evaluacion de la relacion G:P de la leche, presentan similar

desempefio a la prueba de referencia (concentracion de BHB en sangre).
6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Validar tres herramientas de diagndstico de cetosis subclinica (tiras reactivas en orina
Multistix® 10SG, FTIR, y relacion G:P de la leche), durante los primeros 20 dias luego del
parto.

6.2. Objetivos especificos

En vacas Holando, durante los primeros 20 dias postparto:

e describir la frecuencia de cetosis clinica y subclinica,

e validar el uso de tiras reactivas para cuerpos cetonicos en orina, Multistix® 10SG, como
método de diagndstico de cetosis subclinica, comparando con el método de referencia
(espectrofotometria para la medicion de la concentracion de BHB en sangre),

e validar el uso de la metodologia FTIR (medicion de BHB en leche) como método de
diagnostico de cetosis subclinica en relacion al método de referencia,

e cvaluar la asociacion entre la relacion G:P en leche y la cetosis subclinica determinada por

el método de referencia.



7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Animales y manejo

El trabajo cuenta con la aprobacién de la Comisiéon de Etica en el Uso de Animales de INIA
(mimero de expediente INIA 2019.11). Este fue realizado en la Unidad de Lecheria de INIA
“La Estanzuela” (ruta 50 km 11, Colonia, Uruguay). Se utilizaron 101 vacas Holando
multiparas, las cuales fueron ordefiadas dos veces al dia (AM, PM). Entre el ordefio AM y PM
los animales pastorearon una pastura compuesta por Alfalfa, Dactylis, Festuca y Avena,
siendo asignado 12,1 kg de materia seca/vaca. Luego del ordefie PM se les ofrecié una racion
totalmente mezclada (TMR) compuesta por grano de maiz himedo, harina de soja, urea,
Bovimilk Premium, bicarbonato de Na, fosfato bicalcico, cascara de soja, grano de maiz seco,
oxido de magnesio, silo de maiz, silopack de pradera, a razén de 13,7 kg de materia seca/vaca,

en comederos colectivos. En todo momento los animales tuvieron acceso al agua ad libitum.

7.2. Determinaciones

7.2.1. Determinacion de AcAc en orina

El muestreo de todas las vacas se realizo dos veces por semana, desde el parto hasta 20 dias
posparto luego del ordefie PM, en un cepo a la salida del tambo. Se realizé el diagnostico
presuntivo de cetosis subclinica a través de las tiras reactivas comerciales para orina
Multistix® 10SG. Para esto se tom6 una muestra de orina por animal realizando un masaje en
la zona subvulvar estimulando la miccion, se embebio la tira procediendo a leer los resultados
luego del tiempo estipulado por el proveedor (40 segundos). Se registrd el valor de AcAc
calibrado en dichas tiras tomando como referencia la escala sugerida por el fabricante, siendo

el valor minimo detectable para las tiras Smg/dL y el maximo 160mg/dL (Fig. 2).



Fig. 2. Tira reactiva Multistix® 10SG (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Germany), y su

escala de referencia sugerida por el fabricante para interpretar los resultados.

7.2.2. Determinacion de BHB en sangre

Desde el parto hasta el dia 20 posparto, dos veces por semana, luego del ordefio de PM y de la
evaluacion clinica, se realizd la extraccion de sangre a todas las vacas evaluadas. Las
muestras fueron obtenidas por puncién de la vena coccigea en tubos con heparina, utilizando
una aguja por animal. Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm por 15 minutos,
inmediatamente de su coleccion. El plasma resultante se almacen6 a -20°C hasta su envio al
Laboratorio de Endocrinologia y Metabolismo Animal (Facultad de Veterinaria, UdelaR) para
la determinacion de las concentraciones de BHB por espectrofotometria. Las concentraciones
de BHB fueron determinadas por el método enzimatico colorimétrico (ACS-ACOD con D-3-
hidroxibutirato kit, BioSystem, Espafia) en espectrofotdmetro automatico BA200 de la misma
empresa. La sensibilidad analitica fue de 0,016 mmol/l. El coeficiente de variacion para los
controles comerciales utilizados para BHB fue menor al 10%. Con los resultados del analisis
de laboratorio se realizo el diagndstico definitivo de cetosis subclinica, los animales positivos
fueron aquellos que presentaron una concentracion de BHB en sangre > 1,2 mmol/L, y los

animales con cetosis clinica aquellos con concentracion de BHB en sangre > 3,0 mmol/L.



7.2.3. Determinacion de BHB y composicion de la leche

Desde el parto hasta el dia 20 posparto, se registré automaticamente la produccion de leche
diaria a través del programa informatico del tambo. Durante el ordefie PM, previo a Ia
revision clinica, se tomd una muestra de leche compuesta de los 4 cuartos, por vaca para la
determinacion de la composicion de la misma. Las muestras se almacenaron en frascos
individuales con conservante (Lactopol) y se refrigeraron para luego ser enviadas al
Laboratorio de Calidad de Leche de INIA “La Estanzuela”. Se determind concentracion de
BHB, porcentaje de grasa, proteina y lactosa por espectrofotometria infrarroja (FTIR) (IDF,
2000).

7.3. Analisis estadisticos
Todos los andlisis se realizaron con el paquete estadistico SAS (version 9.4, SAS Inst., Inc.,

Cary, NC) y se consider6 significancia un P<0,05 y tendencia a un P<0,10.

Se determinaron los coeficientes de correlacion de Pearson entre las pruebas diagnosticas
(sangre, orina y leche) a través del procedimiento PROC CORR. Se analizaron las
caracteristicas operativas de las pruebas a evaluar (Multistix® 10SG, FTIR, y relacion G:P)
definidas por Tarabla y Signorini (2020) como: sensibilidad (Se): probabilidad de detectar un
animal enfermo en una poblacion enferma; especificidad (Esp): probabilidad de detectar un
animal sano en una poblacion sana; valor predictivo positivo (VPP): probabilidad que un
animal positivo a la prueba, esté realmente enfermo; valor predictivo negativo (VPN):
probabilidad que un animal negativo a la prueba, esté realmente sano. Para esto se tomaron
los siguientes criterios: 1) se considerd cetosis subclinica cuando la concentracion de BHB en
sangre fue > 1,2 mmol/L ( método de referencia); 2) no se tomaron en cuenta los datos de
cetosis clinica (concentraciones de BHB > 3,0 mmol/L); 3) para las tiras Multistix® 10SG se
considero el punto de corte definido por el fabricante (5mg/dL) considerando para el analisis
estadistico todos los positivos sin importar valor de AcAc obtenido en la muestra (desde
Smg/dL a 160 mg/dL); 4) para la técnica FTIR se consideraron dos puntos de corte:
concentracion de BHB en leche >0,07 mmol/L y > 0,10 mmol/L; 5) para relacion G:P se

considerd cetosis subclinica cuando esta fue >1,42.

Se calcularon los verdaderos positivos (VP), verdaderos negativos (VN), falso positivos (FP)
y falsos negativos (FN) de la forma que muestra el cuadro 2. La Se, Esp, VPP y VPN y sus

correspondientes intervalos de confianza comprendiendo el 95% (IC 95%), se calcularon a



través del procedimiento PROC FREQ. Ademas, se analiz la asociacion entre las pruebas
diagnosticas evaluadas y la prueba de referencia con un analisis de chi’. Se calculé el area
bajo la curva (AUC) a través de curvas ROC con el procedimiento PROC LOGISTIC,
comparando estas entre las diferentes pruebas y determinando el punto de corte dptimo para

las pruebas a través del indice de Youden.

Cuadro 2. Tabla de contingencia 2X2 usada para los célculos de caracteristicas operativas:
sensibilidad (Se), especificidad (Esp), valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN).

Herramienta Prueba de referencia =

evaluada [BHB] en sangre ]
Positivo Negativo Indices
Positivo Verdadero positivo (VP)  Falso positivo (FP)  VPP= VP/(VP+FP)*100
"
Negativo Falso negativo (FN) Verdad(e\r,ol\?)ega VO VPN=VN/(EN+VN)*100
indice Se= VP/(VP+EN)*100  DP~ VNI(VNAEP)

*100




8. RESULTADOS

Durante los dos afios de evaluacion, la frecuencia de presentacion de cetosis clinica fue 8,9%
(9/101) diagnosticada por concentracion de BHB en sangre > 3,0 mmol/L, y de 49,5%

(50/101) para cetosis subclinica (concentracion de BHB en sangre > 1,2 mmol/L).

La concentracion media (= EE) de BHB en el ano 2017 fue de 1,00 £ 0,5 mmol/L, siendo los
valores minimo y maximo de 0,32 y 2,74 mmol/L, respectivamente. Durante el 2018, la
concentracion sanguinea de BHB fue de 1,42 + 0,77 mmol/L, mientras que el valor minimo

fue de 0,45 mmol/L y el maximo de 4,64 mmol/L.

8.1. Asociacion entre pruebas diagnosticas de cetosis subclinica

Cuadro 3. Coeficientes de correlacion de Pearson entre las diferentes pruebas diagndsticas de
cetosis subclinica (BHB en sangre, AcAc en orina y BHB en leche), produccion y

composicion de la leche en vacas Holando durante los primeros 20 dias posparto.

AcAc BHB Relacion G:P Grasaen  Proteinaen  Produccién
Orina Leche Leche Leche Leche de Leche
(Multistix) (FTIR) (%) (%) (Litros)
BHB r=0,67 r=0,44 r=0,19 r=0,22 r=-0,04 r=-0,07
Sangre P<0,001 P<0,001 P=0,04 P=0,02 *NS *NS
AcAc r=0,25 r=0,06 r=-0,01 r=-0,13 r=-0,08
Orina P=0,009 *NS *NS *NS *NS
(Multistix)
BHB r=0,57 r=0,61 r=-0,06 r=-0,17
Leche P<0,0001 P<0,0001 *NS P=0,05
(FTIR)

*NS= estadisticamente no significativo (P>0.05)

En el Cuadro 3 se muestra los coeficientes de correlacion de Pearson y sus valores P, entre las
diferentes pruebas diagnoésticas de cetosis subclinica y produccion y composicion de la leche.
La concentracion de BHB en sangre se correlaciond positivamente con la concentracion de
AcAc en orina (Multistix® 10SG) y con la concentracion de BHB en leche (método FTIR).
También la concentracion de BHB en sangre se correlacioné positivamente con la relacion
G:P de la leche, pero con menor fuerza, lo que estuvo condicionado por la correlacion de esa

variable con el porcentaje de grasa en leche, ya que no hubo correlacion con el % de proteina.

También se observd que la concentracion de AcAc en orina se correlacion6 con la
concentracion de BHB en leche de forma positiva. La concentracion de BHB en leche se

correlaciond positivamente con la relacion G:P de la leche a través de la correlacion de esta



con el porcentaje de grasa. Por otro lado, la concentracion de BHB en leche se correlaciond

negativamente con la produccion de leche.

8.2. Caracteristicas operativas de las pruebas diagnosticas

La Se, Esp, VPP y VPN son presentados en el cuadro 4. A través del analisis de chi’ se
encontrd una asociacion significativa entre el diagnostico de cetosis subclinica por sangre con
los diagnoésticos por las herramientas evaluadas (Multistix® 10SG: P< 0,00001; FTIR >
0,07mmol/L: P=0,02; FTIR > 0,10mmol/L: P< 0,0001). El diagnoéstico de cetosis subclinica a
través de relacion G:P de la leche también result6 estar significativamente asociada con el

diagnéstico en sangre (P= 0,04).

Cuadro 4. Sensibilidad (Se), Especificidad (Esp), valor predictivo positivo (VPP) y valor
predictivo negativo (VPN) de diferentes herramientas diagnosticas de cetosis subclinica
[Concentracidon de AcAc en orina con tiras reactivas Multistix® 10SG, concentracion de BHB

en leche por FTIR (dos puntos de corte) y relacion grasa-proteina en leche (G:P)].

Indices Multistix®10SG FTIR FTIR G:P
% (IC*) (>5mg/dL) (>0,07mmol/L)  (=0,10 mmol/L) (>1,42)
Se 37,8 (22,4-45,7) 95,9 (88,1-99,1) 72,6 (60,9- 82,4) 94,4 (86,4-98,5)
Esp 94,4 (87,5-98,1) 16,7 (8,6-27,8) 62,1 (49,3-73,8) 16,2 (8,4-27,1)
VPP 84,8 (63,1-93,9) 56,0 (46,0-64,2) 67,9 (56,4-78,1) 54,4 (45,3-63,3)
VPN 64,9 (56,0-73,0) 78,6 (49,2-953) 67,2 (55,4-79,0) 73,3 (44,9- 92,2)

*[C= intervalos de confianza comprendiendo el 95%

El valor del AUC para Multistix® 10SG fue de 0,64 (IC= 0,58-0,70), y para la concentracion
de BHB en leche por FTIR fue 0,72 (IC= 0,62- 0,80), estando ambas por encima de la curva
teorica (Model) (Fig. 3) (P=0,04 para curva de Multistix® 10SG; y P=0,0009 para FTIR). Al
comparar las AUC entre Multistix® 10SG y FTIR; se observd que éstas fueron similares (P=
0.13). El punto de corte optimo calculado por indice de Youden fue de Smg/dL (Se= 37,8 %,
Esp= 94,4%) para las tiras reactivas Multistix® 10SG y de 0.14 mmol/L (Se= 75%, Esp=
60%) para FTIR.



ROC Curves for Comparisons

1.00 A
=
"
e —— -—:./" o
I e 7 -~ 2
075~ et
> i
/_/ A -
— 1y
A7 -
B J -
b 2 o
= 0504 ; -~
ﬁ -~
] . ff
A~
025 = |
0.a0 -
| 1 I ] |
0.0 025 0.50 035 1.00
1 - Bpecificity
ROC Curve (Area)
Mode! (0.7668) — — — Multistix 105G (0.6442)

— = — FTIR [0:7193)

Fig. 3. Curvas ROC para el diagnostico de cetosis subclinica para dos pruebas: tiras reactivas
en orina Multistix® 10SG y determinacion de [BHB] en leche con FTIR. Curva tedrica
(Model).



9. DISCUSION

La frecuencia de cetosis subclinica obtenida en este trabajo coincide con los valores
reportados en la bibliografia (43,2%: McArt y col., 2012; 47,2%: Vanholder y col., 2015;
40%: Morales-Piieyriia y col., 2018); sin embargo, para cetosis clinica los valores fueron
superiores a lo encontrado por Suthar y col. (2013) quienes reportaron una incidencia de 3,7%
de esta enfermedad. Esta diferencia podria deberse a que los factores predisponentes para esta
enfermedad fueron distintos entre los trabajos, como ser BEN mas acentuado, funcion
inmunolégica reducida, vacas melliceras y/o partos distocicos (LeBlanc y col., 2005). El
niamero de animales evaluados, asi como la metodologia de diagndstico de cetosis clinica
(generalmente determinado por la presencia de signos clinicos, en este trabajo fue realizado
por la concentracion de BHB en sangre) fueron diferentes en comparacion con la de los
distintos autores mencionados previamente, pudiendo haber influenciado en los resultados

obtenidos.

Este es el primer trabajo que evaltia el diagnostico de cetosis subclinica en base a la
determinacioén de la concentracion de BHB en leche por el método FTIR utilizando como
prueba de referencia las concentraciones de BHB en sangre. Debido a que no se encontrd un
punto de corte Optimo para esta técnica se evaluaron dos publicados en la bibliografia. Uno de
ellos, BHB > 0,07 mmol/L, fue descripto como optimo por Enjalbert y col. (2001) para un
método enzimatico de deteccion de BHB en leche. Con este punto, la técnica detectdé muy
bien a los animales enfermos (alta Se) pero resulté en muchos falsos positivos (muy baja
Esp). La Se coincide con otros autores (Enjalbert y col. 2001; De Roos y col., 2007), pero los
valores de Esp fueron mas bajo (64,4%, Enjalbert y col., 2001; 95%, De Roos y col.,2007),
pudiendo deberse esta diferencia a que la técnica empleada fue distinta (FTIR, enzimatico,
flujo segmentado). Al utilizar otro punto de corte también encontrado en la bibliografia,
concentracion de BHB en leche > 0,10 mmol/L (De Roos y col., 2007), se obtuvo un mejor

desempefio, con una buena deteccion de los verdaderamente sanos y enfermos.

Debido a la falta de informacion sobre qué punto de corte es el ideal para la técnica de FTIR,
se calculo el punto de corte 6ptimo con los datos de este trabajo. Las concentraciones de BHB
en leche >0,14 mmol/L maximizaron la Se y Esp, para la deteccion de cetosis subclinica. En
adicion, la correlacion entre la concentracion de BHB en sangre y en leche fue positiva, lo que

concuerda con la bibliografia. En este sentido, Enjalbert y col. (2001) también reportaron una



correlacion positiva, pero mas alta (r=0,66) que la de este estudio pudiendo deberse esta

diferencia a que estos autores utilizaron un método enzimatico para cuantificar BHB en leche.

Al evaluar el desempefio de la relacion G:P en leche como herramienta para diagnodstico de
cetosis subclinica, se observd que cuando aumenta la concentracion de BHB en sangre
también aumenta la relacion G:P de la leche, lo cual se da a través del aumento del porcentaje
de grasa en leche. Esto es de esperarse ya que al aumentar la produccion y disminuir el
consumo de MS durante los primeros dias posparto, el animal en BEN moviliza reservas
grasas. Dicha lipomovilizacion se ve reflejada con el aumento de la cantidad de grasa en
leche; y si el animal no tiene suficientes precursores para la gluconeogénesis se tendra una
excesiva formacion de cuerpos cetonicos. La relacion G:P nos permite identificar a los
animales enfermos, pero no asi los sanos al utilizar el punto de corte descrito en la literatura
para esta herramienta. Jenkins y col. (2015) reportan una Esp mayor (65%) para el mismo
punto de corte, detectando mejor a los animales sanos del rodeo. Estas diferencias pueden
deberse a que el aumento en la relacion G:P no estd dado solo por una mayor
lipomovilizacion, sino que existen otros factores del metabolismo de los rumiantes y su
manejo que pueden derivar en un aumento de la relacion G:P. El aumento de grasa y la
disminucion de la proteina lactea pueden deberse a bajas producciones individuales, con un
efecto de concentracion de la grasa mas marcado que el de la proteina. También dietas con
bajos niveles de energia, en base a forrajes con alto contenido de fibra de baja calidad y mala
relacion energia-proteina con bajo nivel de suplementacion de concentrados, favorecerian el
aumento de grasa y la disminucion de proteina en leche aumentando el cociente (Gallardo y

col., 1996).

En relacion al desempefio de las tiras reactivas Multistix® 10SG para diagnosticar cetosis
subclinica, los resultados obtenidos no fueron satisfactorios, debido a la baja capacidad del
método para detectar animales enfermos (baja Se). Estas tiras reactivas fueron disefiadas para
la determinacién en orina de varios metabolitos en humanos, siendo escasos los trabajos
donde hayan sido utilizadas dichas tiras en vacas lecheras (Afsahi y col., 2020; Cheong y col.,
2012; Kandeel y col., 2019). En dichos estudios, las tiras fueron utilizadas como una prueba
mas de diagnostico de alguna enfermedad (endometritis, mastitis e incluso cetosis), pero no se
han realizado trabajos para validarlas en esta especie animal frente a una prueba de referencia.
Las tiras reactivas en orina (Ketostix®, Bayer, Germany) ya validadas para diagnostico de
cetosis en vaca lechera, han presentado valores de caracteristicas operativas muy variables

(Se= 5-94,1%; Esp=70,7-100%) (Oetzel., 2004; Williamson, 2019; Tatone y col., 2016;



Iwersen y col., 2009; Geishauser y col., 1998), y en algunos casos mejores que las
encontradas en este trabajo para Multistix® 10SG, al utilizar el mismo punto de corte
(5mg/dL). Las diferencias en estas caracteristicas observadas entre tiras reactivas o trabajos
pueden deberse a varios factores como son: la prueba de referencia utilizada para validarlas, el
punto de corte de concentracion de BHB en sangre usado (>1,2mmol/L; >1,4mmol/L), los
dias posparto de las vacas evaluadas, la cantidad de muestras y/o las variaciones en la

interpretacion de las tiras reactivas por parte del observador que esta realizando la prueba.

La baja Se de Multistix® 10SG nos informa que las tiras nos dan un alto nimero de falsos
negativos, no detectando a todos los animales enfermos. Sin embargo, se puede confiar en que
los positivos realmente estaban enfermos ya que el valor de VPP fue bueno. Por otro lado, la
Esp resulto muy alta, siendo Multistix® 10SG efectivo en detectar a los animales sanos.
Debido a que la cetosis es una enfermedad que produce una importante pérdida productiva y
presenta alto costo, es de suma importancia lograr detectar la mayor cantidad de animales
enfermos del rodeo. Por lo tanto, el uso visual de Multistix® 10SG no se presentaria como un
método de diagnostico de cetosis subclinica de eleccion. Esta afirmacion coincide con otros
autores, los cuales reportaron que el uso de estas tiras para diagnostico de otras patologias
(por ejemplo, acidosis o mastitis) no seria eficaz en vacas lecheras (Constable y col., 2019;
Kandeel y col., 2019). Esto podria estar relacionado con lo encontrado por da Fonseca
Ferreira y col. (2018), quienes reportaron que la medicion automatica (analizador CLINITEK
Status®, Siemens) de estas tiras presenta mayor precision que la visual. A pesar de que las
correlaciones entre la concentracion de BHB en sangre y la de AcAc en orina son positivas
(Garcia y col., 2011; Cucunubo y col., 2013), como lo reafirman estos resultados, no se
conoce completamente si los cambios en las concentraciones de las cetonas en orina reflejan
los cambios de estas en la sangre durante el curso de la cetosis. La concentracion de AcAc en
orina es aproximadamente 4 veces mas alta que la de BHB en sangre (Enjalbert y col., 2001),
y un aumento en la concentracion en orina se corresponde con un aumento en la
concentracion de BHB en sangre, sin embargo, estos incrementos podrian no ser
proporcionales, necesitando una concentracion minima de AcAc en orina para la deteccion de

cetosis subclinica.



10. CONCLUSIONES

De los 3 métodos de diagndstico de cetosis subclinica evaluados, la determinacion de
concentraciones de BHB en leche por FTIR, result6 tener el mejor desempefio, con la mayor
Se y Esp, considerando como punto de corte 6ptimo la concentracion de BHB en leche >0,14
mmol/L. Por lo tanto, es una buena alternativa para ser utilizada de forma rutinaria en los

tambos para el diagndstico de la enfermedad en el rodeo.

La utilizacion de la relacion G:P como indicador de cetosis subclinica resulté condicionada
por la concentracion de grasa en la leche, demostrando una alta Se pero baja especificidad en

relacion a las demas pruebas.

Respecto al uso de tiras reactivas Multistix® 10SG, la baja deteccion de animales enfermos,
no lo hace un método efectivo para su uso a campo para el diagndstico de cetosis subclinica a

nivel de rodeo.
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