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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar si el tipo de encierro, compost barn (CB) vs
cielo abierto (CA), utilizado en sistemas mixtos, tiene impacto sobre la produccion de
leche, metabolismo, inmunidad, suciedad de ubre e incidencia relativa de mastitis en
vacas lecheras, durante la lactancia completa, en partos de otofio y primavera. Se
utilizaron vacas lecheras Holando que al parto fueron distribuidas en bloques
completos al azar en dos tratamientos: CB y CA. Se registraron la temperatura y la
humedad de la cama de compost y variables meteorologicas (precipitaciones,
temperatura y humedad). Se registro la produccion de leche individual, el peso vivo
(PV) y la condicidén corporal (CC). Se colectd sangre para la determinacion de acidos
grasos no esterificados (NEFA), B-hidroxibutirato (BHB), colesterol, proteinas totales,
albumina y globulinas y para la determinacion del recuento leucocitario total (RLT) y
diferencial (RLD). Se registrd el score de suciedad de ubre (SSU, escala 1-4) y se
estimo la incidencia de mastitis clinica. Se determind el recuento de células somaticas
(RCS) en leche y la prevalencia relativa de infeccion intramamaria (IIM). Las variables
fueron analizadas utilizando el paquete estadistico SAS University Edition, version
9.4, 2020. Estos analisis fueron realizados para cada época de parto (otofio y
primavera), separadamente. Hubo efecto del tratamiento sobre la produccion de leche,
que fue de 0,7 y 0,9 L/dia mayor en CB con respecto a CA, para otofio (P=0,002) y
primavera (P=0,0001), respectivamente. Las variables de produccion, PV, CC y todos
los metabolitos variaron con los dias posparto (P<0,05) en ambas épocas de parto. En
la paricioén de primavera, se evidencié menor concentracion de NEFA (P=0,02) y BHB
(P=0,03) al dia 15 postparto en CA con respecto a CB, y mayor concentracion de BHB
(cetosis subclinica) al dia 90 postparto en CA con respecto a CB (P=0,004). Las vacas
paridas en primavera del tratamiento CB tendieron (P=0,07) a presentar mayor
concentracion de proteinas totales en promedio para toda la lactancia con respecto a
CA. El tratamiento CA tendio6 a presentar mayores RLT (P=0,09) al dia 60 postparto
y neutrdfilos (P=0,06) al dia 15 postparto, con respecto a CB. EI SSU fue mayor en el
tratamiento CA con respecto a CB en ambas épocas de parto (P<0,0001), estando
acentuado por efecto de la lluvia en los partos de otono (P=0,05). No se detectaron
diferencias significativas entre tratamientos en la incidencia relativa de mastitis, a
pesar de que SSU present6 una baja correlacion con el riesgo de IIM (r=0,13; P=0,05)
para las vacas del CA paridas en otofio. El uso de CB en sistemas mixtos tuvo ventajas
en comparacion con el CA en cuanto a produccion individual y SSU. Las diferentes
respuestas entre tratamientos segun los dias en las concentraciones de NEFA, BHB,
proteinas totales y células del sistema inmune en las vacas paridas en primavera,
podrian ser una alerta a los efectos ambientales en esa época de paricion, a lo cual
estan especialmente expuestas las vacas del CA. Esta tesis demuestra el impacto del
manejo ambiental sobre variables de respuesta indicadoras de metabolismo y salud.
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SUMMARY

The objective of this study was to evaluate if the type of housing, compost barn (CB)
or open lot (OL), used in mixed systems, has an impact on milk production,
metabolism, immunity, udder hygiene score, and relative prevalence of mastitis in
dairy cows, during complete lactation. Holstein dairy cows, calved in autumn and
spring, were used. At parturition, the animals were put in two treatments: compost barn
(CB) and open lot (OL). The temperature and humidity of the compost bedded pack
and meteorological variables (rainfall, temperature, and humidity) were recorded.
Individual milk production, live weight (LW), and body condition score (BCS) were
recorded. Blood was collected into tubes without anticoagulant for determination of
non-esterified fatty acids (NEFA), B-hydroxybutyrate (BHB), cholesterol, total
proteins, albumin, and globulins, and with an anticoagulant to determine white blood
counts (WBC) and differential leukocyte profile. The udder hygiene score (UHS, scale
1-4) and the incidence of clinical mastitis were recorded. Milk samples were collected
for the determination of the somatic cell count (SCC) and the relative prevalence of
intramammary infection (IMI). The variables were analyzed using SAS University
edition, 9.4, 2020. These analyzes were carried out for each calving season (autumn
and spring) separately. There was an effect of the treatment on milk production, which
was 0.7 and 0.9 L/day higher in CB compared to OL, for autumn (P=0.002) and spring
(P=0.0001), respectively. Milk production, LW, BCS, and all metabolites varied with
the days postpartum (P<0.05) in both calving seasons. In spring calving, there was a
lower concentration of NEFA (P=0.02) and BHB (P=0.03) at 15 days postpartum in
OL compared to CB, and a higher concentration of BHB (subclinical ketosis) at 90
days postpartum in OL compared to CB (P=0.004). The CB cows calved in spring
tended (P=0.07) to present a higher concentration of total proteins on average for all
lactation compared to OL. The OL treatment tended to present higher WBC (P=0.09)
at day 60 postpartum and neutrophils (P=0.06) at day 15 postpartum, compared to CB.
The UHS was higher in OL compared to CB in both calving seasons (P<0.0001), and
was accentuated by rainfall in the autumn calving season (P=0.05). No significant
differences between treatments were detected in the relative incidence of mastitis,
although UHS presented a low correlation with the risk of IMI (1=0.13; P=0.05) for
the OL cows calved in autumn. The use of CB in mixed systems had advantages
compared to OL in terms of individual production and UHS. The different responses
between treatments according to the days in the concentrations of NEFA, BHB, total
proteins, and immune cells in cows calved in spring, could be an alert to the
environmental effects in that calving season, to which OL cows are especially exposed.
This thesis demonstrates the impact of environmental management on response
variables indicating metabolism and health.



1. INTRODUCCION

El sector lechero uruguayo es desafiado a mejorar su eficiencia en un contexto de
precios volatiles, disminucién de remitentes y area destinada a la lecheria (DIEA,
2020). La eficiencia esta dada no solamente por el aumento de la produccion individual
y por hectarea, constatada a lo largo de varios afios (DIEA, 2010, 2020), sino que
también depende del éxito de cada uno de los procesos de produccion, sostenido por
la integridad y equilibrio fisiologico de los animales.

Uruguay ha buscado el aumento de su productividad a través de un proceso de
intensificacion basado en el aumento del uso de suplementacion y de la carga animal
(Farifia & Chilibroste, 2019). Con el aumento de la carga animal, se logra aumentar la
utilizacion de las pasturas, factor clave para bajar costos de produccion (Baudracco et
al., 2010). Sin embargo, esto también repercute en un aumento del tiempo en que los
animales no pueden acceder a los potreros para pastoreo directo, ya sea por bajo stock
de forraje o por dificultad de acceso a los mismos, debiendo permanecer en otros
lugares y recibir suplementaciéon para completar sus requerimientos nutricionales
(Baudracco et al., 2010).

Los lugares de suplementacion o encierros utilizados en el pais son bastante diversos
(Aguerre et al.,, 2018), siendo en su mayoria a cielo abierto (Chilibroste &
Battegazzore, 2019). La exposicion al ambiente, como el estrés caldrico durante el
verano, asi como las lluvias y formacion de barro en invierno, amenazan la salud y
confort de los animales (Pereira et al., 2017). El barro ademés, genera un mayor grado
de suciedad de ubre, lo que representa un riesgo para la incidencia de mastitis (Reneau
et al., 2005; Schreiner & Ruegg, 2003). Por lo tanto, el ambiente durante el encierro,
asi como las estaciones en que transcurre la lactancia de los animales, pueden
representar distintos desafios para los mismos.

La bibliografia referente a salud de la vaca lechera se ha enfocado principalmente en
el analisis durante el periodo de transicion, momento mas critico de balance energético
negativo (BEN) e inmunosupresion (Ingvartsen & Moyes, 2015; Aleri et al., 2016;
Leblanc, 2020). La informacion disponible sefiala que el 30 a 50% de las vacas
presentan alguna forma de enfermedad metabdlica o infecciosa alrededor del parto
(LeBlanc, 2010). Sin embargo, escasos estudios lo han analizado a lo largo de toda la
lactancia (Washburn et al., 2002), teniendo en cuenta las distintas condiciones
climaticas a lo largo del afio segun la época de parto.

A pesar de que los sistemas pastoriles estan bien vistos por la sociedad como algo
positivo para el bienestar animal (Cardoso et al., 2019), es necesario tener en cuenta
las posibles repercusiones de los procesos de intensificacion, con especial atencion en
el contexto de los sistemas mixtos de alta carga, donde los animales llegan a
permanecer en encierros la mitad de su tiempo en lactacion (Ortega, comunicacion
personal).



Es asi, que nos planteamos contribuir al conocimiento sobre el impacto del tipo de
encierro, cielo abierto vs compost barn, utilizado en sistemas mixtos, sobre
produccion, metabolismo, inmunidad, suciedad de ubre e incidencia relativa de
mastitis en vacas lecheras paridas en otofio y primavera, a lo largo de la lactancia
completa.

2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

2.1. Produccion lechera en Uruguay

La historia reciente de la lecheria en nuestro pais se caracteriza por un constante
crecimiento en la produccion de leche, concentrdndose en un area y nimero de
remitentes cada vez menor (DIEA, 2020). Tomando como base el afio 1985, la
productividad aumento6 3,5 veces, apoyada en un aumento de la carga animal (1,6
veces) y de la produccion individual (2,6 veces) (Farifia & Chilibroste, 2019). En el
2009 fueron producidos 1695 millones de litros en 800 mil ha de superficie, mientras
que en el 2019 la produccion alcanzo los 2168 millones de litros en un area de 762 mil
ha. Si bien el numero de VM ha sufrido fluctuaciones anuales, en términos generales
se ha mantenido estable, con una mejora en la relacion VO/VM. La produccion
individual aument6 de 16,9 a 18,5 L/VO en ese mismo periodo (DIEA, 2010, 2020).

La carga animal a nivel pais es en promedio de 0,8 VM/ha (Farina & Chilibroste,
2019). No obstante, en el Proyecto Produccion Competitiva de Conaprole, se constatd
amplia diversidad entre los productores participantes, variando entre 0,5 a 2,0; con un
promedio de 1,15 VM/ha (Chilibroste & Battegazzore, 2019).

2.2. Sistemas de produccion

Los sistemas de produccion uruguayos se han ido intensificando en base a un aumento
del uso de suplementacion y de la carga animal (Farifia & Chilibroste, 2019). La alta
carga permite aumentar la utilizacion de la pastura, reduciendo costos y aumentando
la produccién por superficie, pero trae acompafiada la necesidad de suplementar para
cubrir los requerimientos nutricionales individuales (Baudracco et al., 2010; Vibart et
al., 2012). Ademas, datos nacionales demuestran que a medida que aumenta la carga
de 1,5 a 2,0 VO/ha, aumenta el tiempo en que los animales no logran acceder a las
pasturas, ya sea por la necesidad de recuperacion del stock forrajero o por la
imposibilidad de acceder a los potreros debido a condiciones de piso. Dadas estas
condiciones, los animales deben permanecer en encierros recibiendo suplementacion
durante la mitad o mas de su tiempo en lactacion (Ortega et al., comunicacion
personal).

Es asi, que los sistemas netamente pastoriles fueron migrando hacia sistemas mixtos
que combinan el pastoreo directo con suplementos. Esto permite contar con las
ventajas del sistema pastoril, como es su menor costo de produccion (Dillon et al.,
2005), mejor salud y bienestar animal (Washburn et al., 2002; Arnott et al., 2017),
aumento de componentes nutracéuticos del producto (Barca et al., 2017), asi como una
mejor imagen para el consumidor, quienes lo atribuyen a la posibilidad de ejercer el



comportamiento natural de la especie (Cardoso et al., 2019). Por otro lado, el agregado
de la suplementacion permite alcanzar mayores niveles de produccion, acorde a su
genética, cubriendo los requerimientos nutricionales que estarian incompletos en un
sistema netamente pastoril (Kolver & Muller, 1998).

Para los productores inscriptos en el Proyecto Produccion Competitiva, los
suplementos representaron casi la mitad de la dieta de las vacas en ordefie, basados en
un 25% de reservas y 18% de concentrados, mientras el pastoreo directo represento el
57% de la dieta. El concentrado en la mayoria de los casos (85% de las matriculas) era
suministrado en la sala de ordefie, mientras que la reserva de forraje era suministrada
en comederos a cielo abierto (Chilibroste & Battegazzore, 2019). Otra opcion posible
es proporcionar esos suplementos mezclados como dieta parcialmente mezclada
(DPM; Fajardo et al., 2015; Mendoza et al., 2016). Las condiciones de suministro de
esa suplementaciéon son diversas en Uruguay (Aguerre et al., 2018), siendo la
infraestructura utilizada uno de los puntos de preocupacion en cuanto a la eficiencia
de los sistemas y el impacto que pueden tener sobre la salud y el bienestar animal
(Farifia & Chilibroste, 2019).

2.3. Tipos de encierro

2.3.1. Cielo abierto

En Uruguay, la mayoria de los lugares de suplementacion o encierros donde
permanecen los animales mientras no pueden acceder al pastoreo son a cielo abierto
(Chilibroste & Battegazzore, 2019). Los corrales a cielo abierto han tenido un interés
creciente a nivel internacional debido a su bajo costo de inversion en infraestructura y
manejo simple (O’Driscoll et al., 2008a; Barnes et al., 2013; USDA-NAHMS, 2016;
Salado et al., 2020). Los animales se encuentran sobre un piso de tierra o tosca,
contando por lo general con un area de sombra artificial, asi como bebederos y
comederos donde es distribuido el suplemento. Su utilizacién a nivel internacional se
da particularmente en regiones de clima arido donde son favorecidas las condiciones
de piso, si bien el calor también implica en algunos casos utilizacion de infraestructura
para refrescamiento como aspersores (Tresoldi et al., 2017). También se ha utilizado
como alternativa a encierros tradicionales durante el invierno en regiones donde la
nieve impide el acceso a las pasturas, debiendo disponer de camas de paja para evitar
el congelamiento de pezones (O’Driscoll et al., 2008b; Sjostrom et al., 2019). En
Uruguay, dado su clima templado con mayor nivel de precipitaciones, el principal
desafio es la formacion de barro, agravado por el pisoteo y acimulo de materia fecal.
Este aspecto, sumado a la exposicion de los animales al clima (Chen et al., 2017), tanto
en invierno como en verano (estrés calorico) puede representar un riesgo para el
confort y salud de la vaca lechera en estos sistemas (Pereira et al., 2017).

2.3.2. Compost barn

El compost barn, o como también llamado en algunas regiones de Sudamérica, cama
caliente, empieza a tomar fuerza en el 2001 en Minnesota, como una alternativa mas
amigable con el bienestar animal, con impactos positivos en salud, reproduccion y



longevidad al compararlos con los sistemas tradicionales de estabulacion como el free-
stall (Barberg et al., 2007). En Sudamérica, el compost barn se ha distribuido y
adoptado rapidamente (Monge et al., 2019; Leso et al., 2020). Este sistema se trata de
un galpoén completamente techado, contando en muchos casos con ventilacién y
aspersores para refrescamiento de los animales (Leso et al., 2020). Ademads, en estos
sistemas los animales permanecen sueltos en una cama suave y confortable de material
organico, comunmente de aserrin o chips de madera (Endres and Barberg, 2007; Shane
et al., 2010; Bewley et al., 2017), aunque también se ha utilizado céscara de arroz o
mani, u otros subproductos agricolas (Janni et al., 2007; Monge et al., 2019).

La cama sufre un proceso de compostaje a través de la fermentacion aerdbica junto a
las excreciones de los animales (Barberg et al., 2007; Black et al., 2014). Es
recomendado que la humedad se encuentre entre 40 y 60% , y la temperatura entre 45
y 60°C a los 20-30 cm de profundidad (Black et al., 2013). Se ha reportado que
temperaturas superiores a 54-55°C, durante 3 a 4 dias, podrian ser suficientes para
destruir microorganismos patdégenos como los causantes de mastitis (Janni et al., 2007;
Black et al., 2014). El manejo de la cama es clave para mantener su correcto
funcionamiento, debiendo ser movida dos veces al dia (Barberg et al., 2007) para
permitir una correcta aireacion, con ingreso de oxigeno para el compostaje y promover
su secado. El secado también es favorecido por la correcta ventilacion del galpon
(natural o artificial), temperatura y humedad relativa del ambiente, temperatura de la
cama, ademdas del agregado periddico de sustrato nuevo. Este aspecto es clave
sobretodo en los climas frios y himedos, lo que puede requerir un agregado mas
intenso de material o el recambio completo de la cama en momentos estratégicos del
ano (Black et al., 2014; Leso et al., 2020)

2.4. Epoca de paricion

Segun la época de paricion, los animales van a estar expuestos a distintas condiciones
ambientales a lo largo de su lactacion. En sistemas mixtos y especialmente en aquellos
de alta carga, se vuelve necesario la concentracion de partos en el momento mas
conveniente de manera de optimizar recursos (Farifia & Chilibroste, 2019). En este
sentido, en los sistemas pastoriles, las principales épocas de pariciéon son otoflo y
primavera (Garcia & Holmes, 2005). En Uruguay, el 65% de los partos se distribuye
entre los meses de marzo a setiembre, con concentraciones en los meses de marzo-
abril y agosto-setiembre (Chilibroste & Battegazzore, 2019). La estrategia de
concentracion de partos se registra principalmente en tambos de mayor escala,
mientras que en tambos chicos la paricion por lo general se da de forma continua
(Pereira et al., 2017).

La paricion de otofio (marzo-abril) posee la ventaja de evitar el estrés calérico durante
el momento de volver a ofrecer servicio a los animales. No obstante, el preparto y el
postparto temprano de las pariciones de otofio puede transcurrir en momentos donde
el estrés calorico aun es marcado, sobretodo al norte del pais (Cruz & Saravia, 2008).
Ademas, el momento de mayor cantidad de vacas recién paridas coincide con la época
de mayor probabilidad de escasez de forraje, obligando al uso de encierros y



suplementacion. Esto, sumado al acercamiento del invierno y ocurrencia de
precipitaciones, promueven un ambiente con presencia de barro en los lugares de
permanencia o transito de los animales, siendo un aspecto de riesgo para problemas de
salud, asi como de bienestar animal y humano (Pereira et al., 2017). Por otro lado, los
partos mas cercanos a la primavera (agosto-setiembre) tienen la fortaleza de hacer
coincidir la época de mayor disponibilidad de pasturas con la lactancia temprana,
donde los requerimientos son mayores (Ribeiro et al., 2013; Hennessy et al., 2020).
Sin embargo, las vacas que paren en primavera, deben volver a prefiarse durante la
€poca que inician los registros de estrés caldrico, lo cual puede significar menor éxito
en la concepcion y mantenimiento de la prefiez (De Rensis & Scaramuzzi, 2003;
Jordan, 2003).

2.5. Respuestas al estrés ambiental

La exposicion a condiciones climaticas adversas como lluvia y viento puede resultar
en una cascada de respuestas fisiologicas de estrés, incluyendo la activacion del eje
hipotalamo-hipoéfisis-adrenal, con una mayor liberacion de cortisol (Fisher et al., 2003;
Tucker et al., 2007; Webster et al., 2008), el cual tiene efecto inmunosupresor
(Sapolsky et al., 2000). Ademas, también se ha constatado disminucién en el recuento
leucocitario en condiciones de viento, lluvia (Webster et al., 2008) y barro (Chen et
al., 2017). Tales condiciones son aversivas para el ganado con implicancias en su
comportamiento, ya que provocan una disminucion en el tiempo de descanso, ya sea
solamente por la presencia de barro (Chen et al., 2017), la adicion de lluvia y viento
(Tucker et al., 2007; Schiitz et al., 2010) o solo Iluvia (Schiitz et al., 2010).
Adicionalmente, encierros con presencia de barro provocan un mayor grado de
suciedad sobre los animales comparados con otros tipos de encierro (Fisher et al.,
2003), con niveles crecientes segun el grado de humedad del piso (Chen et al., 2017).

Por otro lado, el estrés caldrico es definido como la suma de estimulos externos que
acttan sobre el animal causando un aumento no saludable de su temperatura corporal
(Dikmen & Hansen, 2009). Frente a condiciones de estrés calorico, los animales
activan respuestas fisiologicas buscando adaptarse, como el aumento de la tasa
cardiaca y respiratoria, jadeo, transpiracion, aumento del consumo de agua y
disminucion del consumo de alimentos, asi como mayor tiempo paradas y disminucion
de ejercicio (Das et al., 2016; Polsky & von Keyserlingk, 2017). Ademas, estudios
recientes han reportado adaptaciones del metabolismo frente a condiciones de estrés
caldrico, como una mayor utilizacion de las proteinas corporales y preservacion de las
reservas lipidicas (Baumgard & Rhoads, 2013; Gao et al., 2017; Sammad et al., 2020).
Estas condiciones de estrés ambiental son un riesgo para la salud y bienestar animal,
con consecuencias negativas sobre la performance productiva y reproductiva (Kadzere
et al., 2002; De Rensis & Scaramuzzi, 2003; West, 2003; Das et al., 2016).

La medida mas apropiada para medir las condiciones ambientales que producen el
estrés calorico es el indice de temperatura y humedad (ITH). Este fue desarrollado
originalmente por Thom (1959), y adaptado posteriormente para determinar los
valores de confort térmico en vacas lecheras, tomando como valor limite un ITH de



72 (Armstrong, 1994). Posteriormente, Zimbelman et al. (2009) determinaron que para
vacas con una producciéon mayor a 35 L diarios, el ITH critico seria menor,
promediando un valor de 68 durante 17 horas seguidas o més.

2.6. Periodo de transicion

La vaca lechera debi6 adaptar su metabolismo para cumplir con la alta produccién para
la cual ha sido seleccionada genéticamente (Baumgard et al., 2017). Pero mucho antes
de esa seleccion genética generada por el hombre, la naturaleza estableci6 un orden de
prioridades fisiolégicas como el mantenimiento de su propio equilibrio y salud
(Baumgard et al., 2017), y el mantenimiento de la prefiez y la lactacion (Bauman &
Currie, 1980), para garantizar la supervivencia de su cria. Ese equilibrio de la vaca es
dependiente de una regulacion del uso de nutrientes y procesos bioldgicos que
permiten tal estabilidad, conocida como homeostasis. Por otro lado, la homeorhesis
asegura el flujo adecuado de nutrientes para la sintesis de leche (asi como en otros
procesos fisioldgicos o incluso patolégicos), a través de una orquestacion de funciones
entre muchos organos (Bauman & Currie, 1980; Baumgard et al., 2017).

El momento mas critico para el éxito de estos mecanismos ocurre justamente en el
cambio de estado fisiologico, en que la vaca transita del estado de prefiez tardia para
el inicio de la lactacion. Se considera que este periodo de transicion se extiende desde
las tres semanas previas a las tres semanas posteriores al parto (Grummer et al., 2004).
Desde la tercer semana previa al parto el animal empieza a disminuir el consumo,
mientras que los requerimientos nutricionales van aumentando rapidamente para
iniciar la produccién de leche, generando un déficit (Drackley, 1999; Grummer et al.,
2004). Este BEN, comienza a los pocos dias antes del parto, extendiéndose hasta 10 a
12 semanas postparto, con su nivel mas negativo (nadir) alrededor de las 2 semanas
postparto (Butler, 2003).

Para cubrir sus necesidades energéticas, el animal debe recurrir a sus reservas
corporales, utilizando en primer lugar el glucogeno almacenado, y posteriormente sus
reservas lipidicas y proteinas tisulares (Bauman & Currie, 1980; Bell, 1995; Nelson &
Cox, 2013). Es asi, que desde el tejido adiposo se da la hidrolisis de los triacilglicéridos
almacenados, liberando acidos grasos no esterificados (NEFA). Posteriormente, estos
son metabolizados a través de la f-oxidacion en higado y musculo, culminando en la
formacion de acetil-CoA. En periodos de clara carencia energética como este, en el
higado, no todo el acetil-CoA logra ingresar al ciclo de Krebs y completar su
oxidacion, debido a que el poco oxaloacetato se prioriza y dirige para la
neoglucogénesis. El exceso de acetil-CoA termina ingresando a la via de la cetogénesis
hepatica, formando cuerpos cetonicos como el B-hidroxibutirato (BHB), acetoacetato
y acetona en el higado (Nelson & Cox, 2013). El musculo esquelético también cumple
un rol importante en la adaptacion durante el BEN para garantizar la homeostasis. El
uso de glucosa es reducido por los tejidos periféricos, producto de la resistencia a la
insulina en los mismos, y durante esta etapa uno de los combustibles usados en el tejido
muscular son los cuerpos cetonicos (Robinson & Williamson, 1980). Ademaés, también
ocurre la degradacion de proteinas tisulares para obtener esqueletos carbonados de los



aminoacidos, destinados a la neoglucogénesis, via que ocurre principalmente en el
higado (Bauman & Currie, 1980; Herdt, 2000).

Dada la importancia que tienen estos procesos para garantizar la performance y salud
del animal, se vuelve necesario monitorear el manejo y evolucion de las reservas
corporales. Para ello, se cuenta con indicadores como la condicion corporal (CC) y
peso vivo (PV). Como una evidencia del BEN, la CC generalmente disminuye durante
la lactacion temprana, dada la movilizacion de reservas, con una recuperacion durante
la lactancia media y tardia (Souissi & Bouraoui, 2020). Vacas con condiciéon muy alta
o muy baja, asi como con pérdidas excesivas, podrian presentar problemas de salud y
consecuencias negativas en produccion y reproduccion. La CC recomendada para el
momento del parto de vacas lecheras esta entre 3 a 3,25 (Roche et al., 2009).

2.7. Salud de la vaca lechera

El estrés metabdlico que el periodo de transicion representa, puede tener impactos
sobre el correcto funcionamiento de diversos sistemas, incluyendo el sistema inmune.
Evidencias acerca de la relacion entre el perfil metabdlico y la incidencia de
enfermedades (Ospina et al., 2010; McArt et al., 2013) e inmunosupresion, han
aumentado en los ultimos afios (Ingvartsen & Moyes, 2013, 2015; Leblanc, 2020). Se
ha relacionado la alta concentracion de NEFA y BHB con una peor respuesta
inmunologica (Lacetera et al., 2004; Grinberg et al., 2008).

Ademas, la vaca lechera también se debe enfrentar al estrés del parto y otros cambios
que este momento representa. Se ha evidenciado menores niveles de IgM e IgG
alrededor del parto (Herr et al., 2011), asi como una menor concentracion de células
del sistema inmune en sangre (Ingvartsen & Moyes, 2015; Bentancor, 2020). Esto
podria estar promovido por la migracion de células y globulinas hacia el calostro, asi
como la menor disponibilidad de calcio y glucosa, principal combustible para las
células del sistema inmune (Kvidera et al., 2017; Leblanc, 2020). El colesterol y la
albumina en sangre también disminuyen alrededor del parto, como reflejo del menor
consumo (Adrien et al., 2012) y han sido relacionados como indicadores predictivos
de enfermedades como la mastitis (Ruprechter et al., 2018).

Por otro lado, el parto también viene acompafiado de otros desafios para la vaca, dados
por cambios en la estructura social y ambiente -encierros o establos-,
instalaciones/piso inadecuados, hacinamiento, exposicion a infecciones (Drackley,
2005). De igual manera como fue descripto anteriormente, el organismo activa
mediadores fisiologicos para responder a estos estresores (activacion del eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal) que podria acentuar la depresion del consumo que el
animal ya viene sufriendo, asi como volverlo mas susceptible a desarrollar una
enfermedad (Drackley et al., 2005).

En 1972, Payne defini6 las enfermedades de la produccion como “un problema creado
por el hombre, resultado de un desbalance entre inputs y outputs, debido a la ruptura
ocasionada por la presion de la alta produccion combinada con el sistema de



produccion intensivo moderno”. El concepto se fue expandiendo de manera a incluir
no solo desdrdenes metabolicos, considerados en el primer momento, sino también
otras enfermedades no infecciosas, asi como también infecciosas, con una raiz comun
en la interaccion entre la fisiologia animal y el ambiente en el que viven (Drackley,
2005).

Un avance fundamental, ha sido el reconocimiento del caracter multifactorial de estas
enfermedades, para lo cual un abordaje integral que considere el ambiente, manejo,
nutricion e inmunidad, entre otros factores, es necesario (Hogeveen et al., 2011;
LeBlanc et al., 2006). El ambiente es uno de los tres componentes de la triada
epidemioldgica que impacta la salud, junto con el hospedero y el agente; todos ellos
afectados por practicas de manejo (LeBlanc et al., 2006).

Si bien los sistemas a pasto han sido asociados de manera general a mejores
indicadores de salud respecto a los sistemas estabulados (Lacy-Hulbert et al., 2002;
Washburn et al., 2002), el grado de intensificacion que vienen sufriendo podria
significar una mayor incidencia de enfermedades, ya sea por la alta carga animal o la
elevada exigencia metabdlica para cumplir con los niveles de produccion actuales
(Lean et al., 2008).

Es frecuente encontrar en la literatura asociaciones entre la mayor produccion de leche
y el aumento en la incidencia de enfermedades (Oltenacu & Algers, 2005), pero
evidencias consistentes de esa relacion son limitadas (Ingvartsen et al., 2003). No
obstante, la seleccion genética para alta produccion trajo acoplada otras caracteristicas
morfoldgicas y metabolicas para dar sostén a esa cualidad, basados en los principios
de homeorhesis. En este sentido, se debe considerar especialmente si el mayor grado
de productividad y demanda de la vaca moderna se ha acompafiado en la misma
medida por adaptaciones de manejo e infraestructura acordes, considerando que son
parte de los factores desencadenantes de dichas enfermedades (Drackley, 2005),
pudiendo promover la inmunosupresion de las vacas (Barkema et al., 2015; Aleri et
al., 2016).

2.8. Mastitis

La mastitis es la enfermedad mas comun en los sistemas de produccion de leche,
resultando en importantes pérdidas econdmicas que aun son subvaloradas por los
productores, y raramente reconocida como un factor en detrimento del bienestar
animal (Halasa et al., 2007; Hogeveen et al., 2011). Esta enfermedad resulta de la
invasion de microorganismos, comunmente bacterias, a la glandula mamaria a través
del canal del pezon, estableciendo una infeccion intramamaria (IIM) y resultando en
una reaccion inflamatoria clinica o subclinica (Harmon, 1994). La mastitis clinica se
caracteriza por presentar anormalidades visibles en leche, pudiendo ademés presentar
signos de inflamacioén en ubre o toque sistémico, por lo cual se puede clasificar en
leve, moderada o severa, respectivamente (Ruegg, 2012). La mastitis subclinica es
asintomatica, pero puede ser diagnosticada por medio del recuento de células
somaticas (RCS, Dohoo & Leslie, 1991). Es aceptado que por encima de 200.000



cél/mL se puede considerar al animal infectado (Schukken et al., 2003). También se
utiliza el Linear Score o Score de células somaticas (SCS) calculado a partir del
logaritmo en base 2 del RCS, el cual estd asociado linealmente con las pérdidas en
produccion de leche ocasionadas por la mastitis (Kirk, 1984; Shook, 1993; Shook et
al., 2017).

Las bacterias que causan mastitis pueden ser clasificadas como contagiosas y/o
ambientales, basdndose en su reservorio y patrones de transmision (LeBlanc et al.,
2006; Zadoks et al., 2011). El plan de 5 puntos de control de la mastitis (Neave et al.
1969) implementado en los ultimos afios, ha colaborado en la reduccién de la
transmision de mastitis contagiosa (LeBlanc et al., 2006; Hogeveen et al., 2011; Ruegg
& Pantoja, 2013). Sin embargo, se ha observado un aumento relativo en la incidencia
de mastitis ambientales con respecto a las contagiosas durante este periodo (Hogeveen
et al., 2011; Klaas & Zadoks, 2017). La predominancia de patdgenos ambientales ha
sido atribuida a cambios en el manejo, alojamiento y tamafio de rodeo (Rowbotham &
Ruegg, 2015; Ruegg, 2012; Ruegg & Pantoja, 2013).

Datos nacionales de un relevamiento en Florida, reportan la mayor incidencia de
mastitis en tambos de mayor escala (mas de 500 VM), asociandose ademas con la
ocurrencia de precipitaciones. Adicionalmente, la mayor proporcion de enfermedades
(54,6% de las vacas) y muertes ocurri6 en los primeros 90 dias postparto (Pereira et
al., 2017).

Dados los nuevos desafios de la epidemiologia de la mastitis, se expandi6 el plan
inicial de 5 puntos a uno de 10 puntos (NMC, 2000), el cual contiene en el punto 2 la
recomendacion de mantener un ambiente limpio, seco y confortable. Varios estudios
relacionan el ambiente donde se encuentran las vacas con la incidencia de mastitis, y
en este sentido, el grado de suciedad de los animales podria utilizarse como indicador
de riesgo (DeVries et al., 2012; Ellis et al., 2007; O’Driscoll et al., 2008b; Sjostrom et
al., 2019; Wolfe et al., 2018). El score de suciedad de ubre (SSU) ha sido
correlacionado positivamente con aumentos en el SCS (Reneau et al., 2005) y de [IM
(Schreiner & Ruegg, 2003). Aun maés, el grado de suciedad de los animales es un
componente indicador de bienestar animal (Welfare Quality Consortium, 2009).

El SSU en sistemas de compost barn puede variar segun la temperatura y humedad de
la cama, que a su vez, puede ser afectada por las caracteristicas ambientales de la
region donde se encuentran (Black et al., 2013; Eckelkamp et al., 2016; Leso et al.,
2020). Eckelkamp et al. (2016) encontraron que el SSU disminuia a menor humedad
de la cama, lo que a su vez estaba asociado a la mayor temperatura del galpdén. Sin
embargo, los mismos autores encontraron una correlacion positiva entre la temperatura
del galpén y el RCS o la I[IM (Eckelkamp et al., 2016).

De manera similar, en el cielo abierto los resultados son dependientes de las
condiciones ambientales y factores climaticos como lluvia y barro, asi como medidas
de manejo implementadas (Sant’Anna & Paranhos da Costa, 2011). En evaluaciones
realizadas durante el invierno Boyle et al. (2008) y O’Driscoll et al. (2008b) reportaron



mayor suciedad en encierros a cielo abierto para vaquillonas y vacas secas
respectivamente, cuando comparados a sistemas free-stall; mientras que Sjostrom et
al. (2019) encontraron menor suciedad en vacas en lactacion a cielo abierto cuando
comparados a sistemas compost barn. En este tltimo, ademas, se encontrd una mayor
incidencia de mastitis en el compost barn respecto al cielo abierto (27.1% vs 15.1%,
respectivamente).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es amplia la variedad de opciones a la hora de elegir el modelo productivo, y esa
eleccion puede tener impacto en la salud de los animales. Es necesario alcanzar un
mayor entendimiento acerca de los factores del ambiente que predisponen a que los
animales se enfermen (Hogeveen et al., 2011). Crecientes presiones sociales por la
disminucion del uso de antibidticos, refuerzan aun mas la necesidad de entender los
factores que podrian ayudar a prevenir enfermedades (Klaas & Zadoks, 2017).

Las condiciones ambientales y el manejo pueden tener impacto en el confort y
respuestas fisiologicas, con distintas adaptaciones metabdlicas que podrian repercutir
en el bienestar, la salud y produccion (Drackley et al., 2005). De la misma manera,
considerando que los animales estan echados el 50 a 60% del dia, las condiciones del
piso con el cual sus pezones estan en contacto (humedad, presencia de materia fecal y
carga bacteriana) puede significar una mayor exposicion a patdogenos ambientales,
siendo un factor de riesgo en la incidencia de mastitis (Hogan & Smith, 2012).

Uruguay ha presentado mejoras en la nutricién y productividad en los ultimos afios
(Farifia & Chilibroste, 2019), sin embargo, falta informacion a nivel nacional acerca
del impacto del ambiente productivo e infraestructura disponible sobre la salud de los
animales. A nivel internacional, de acuerdo a los antecedentes encontrados, tampoco
se han realizado trabajos, con condiciones controladas, que evalten el efecto de la
infraestructura utilizada en encierros y las condiciones de los mismos en sistemas
mixtos con pastoreo y suplementacion, durante toda la lactancia, sobre la salud de
vacas lecheras en distintas épocas de parto. Teniendo en cuenta los distintos aspectos
antes mencionados, se plantea evaluar si el tipo de encierro, compost barn vs cielo
abierto, utilizado en sistemas mixtos, afecta indicadores de salud , mediante la
evaluacion del metabolismo, inmunidad, suciedad de ubre e incidencia relativa de
mastitis en vacas lecheras, durante la lactancia completa, en las dos principales épocas
de paricion en Uruguay.
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4. HIPOTESIS

Mejores condiciones ambientales durante el encierro en sistemas mixtos, logradas en
el compost barn, promueven una mejor performance productiva, perfil metabolico y
estatus inmunitario, un menor grado de suciedad de ubre y consecuente mejor salud
de la glandula mamaria, evidenciado en un menor recuento de células somaticas y
menor incidencia relativa de mastitis clinica, comparado a sistemas a cielo abierto.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar si el ambiente durante el encierro en sistemas mixtos, afecta la produccion
de leche, los perfiles metabolicos, el estatus inmunitario, el nivel de suciedad de ubre
y la incidencia relativa de mastitis en vacas lecheras, con pariciones de otofio y
primavera, durante la lactancia completa.

5.2. Objetivos especificos

Determinar si las distintas condiciones durante el encierro (sistemas compost barn vs
cielo abierto) afectan:

I.  La produccioén de leche individual
II.  Laevolucion del balance energético evaluado a través de la condicion corporal
y peso vivo, perfil de acidos grasos no esterificados, B-hidroxibutirato y
colesterol.
III.  La concentracion de proteinas totales, albimina y globulinas.
IV. El recuento leucocitario total y diferencial (linfocitos, neutrofilos y
monocitos).
V.  El score de suciedad de ubre e indicadores de salud de la glandula mamaria
(recuento de células somaticas individual, incidencia relativa de mastitis
clinica, determinacion del perfil de agentes etioldgicos).
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6. MATERIALES Y METODOS

El protocolo experimental fue aprobado por la Comisién de Etica en el Uso de
Animales de la Facultad de Agronomia, UdelaR (CEUA-CHEA, ID 682- Exp.
020300-000602-18).

6.1. Localizacion y periodo experimental

Las evaluaciones se llevaron a cabo en la Estaciéon Experimental Dr. Mario A.
Cassinoni (EEMAC), de la Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica;
localizada en el Departamento de Paysandu, Ruta 3 km 363 (32° 23'07.6 "S 58°
03'17.9" W), desde febrero del 2019 a abril del 2020.

6.2. Disefio experimental

Se evalud una lactacion completa de vacas paridas en otofio (marzo-abril) y otra de
vacas paridas en primavera (julio-agosto). Los tratamientos se iniciaron
inmediatamente luego del parto y se extendieron hasta el final de la correspondiente
lactancia. Previo al parto, los animales fueron bloqueados de acuerdo al numero de
lactancias, fecha prevista de parto, peso vivo y condicién corporal, considerando que
todos los animales fueran sanos al examen clinico, sin antecedentes de mastitis
cronica. Luego se realiz6 la distribucion de los animales en bloques completos al azar
en dos tratamientos: compost barn (CB) y cielo abierto (CA).

6.3. Animales

Para los partos de otofio se utilizaron treinta y un bovinos hembra de la raza Holando
(CB: n=16, CA: n = 15). El nimero de lactancias promedio fue de 2,8+1,4; el PV al
parto fue de 660+78 kg, la CC al parto fue de 3,0+0,3. La fecha de parto promedio fue
el 17/03/19 £15 dias, y la evaluacion se realizé hasta el 06/02/2020.

En los partos de primavera se utilizaron veintisiete bovinos hembra de la raza Holando
(CB: n= 13, CA: n = 14). El nimero de lactancias promedio fue de 2,7+1,2; el PV al
parto fue de 620+64 kg, la CC al parto fue de 2,8+0,2. La fecha de parto promedio fue
el 09/08/19 £13 dias, y la evaluacion se realizo hasta el 27/05/2020.

6.4. Tratamientos

Compost Barn (CB)

Constaba de un galpoén completamente techado, con ventilacion (natural y
ventiladores), asi como aspersores. El area de cama era de 13,5 m?/animal, siendo
utilizado como sustrato aserrin de eucaliptus y pino, chips de madera, céscara de pino
y cascara de arroz. El material era movido dos veces al dia utilizando un cincel y se
adicionaba alrededor de 15 cm de sustrato nuevo cada 15-20 dias, seglin la temperatura
y humedad de la cama. También contaba con un area de alimentacion adyacente con
piso de cemento, comederos de acero y bebederos con agua ad libitum.
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Figura 1. Imagen aérea del compost barn (A), animales echados en la cama de compost
(B) y sistema de refrescamiento con aspersores y ventiladores (C)

Cielo abierto (CA)

El encierro a cielo abierto constaba de corrales con piso de tierra y zonas con agregado
de tosca, disponian de sombra artificial con una estructura de madera y techo de nylon
de 4 metros de altura y un area de 19,2 m? para cada 4 vacas. Se disponia de bebederos
con agua ad libitum y comederos de cemento donde se depositaba el suplemento. Entre
el area de alimentacion y la sombra existia un area subdividida en dos mitades de
manera a utilizar cada una de forma alternada a medida que se acumulaba barro. Con
este manejo, el area efectiva utilizada era de 72,8 m? por animal.
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Figura 2. Imagen aérea del encierro a cielo abierto (A), sombras artificiales (B) y
estado del piso luego de lluvias (C)

(Foto A: gentileza de Rodrigo Lynch y Maximiliano Martinez)

6.5. Rutina y manejo de alimentacion

Todos los animales tuvieron el mismo manejo preparto en potreros, donde se les
suministraba dieta totalmente mezclada (DTM) con sales anionicas, en comederos de
madera acorde a la cantidad de animales. En caso de corresponder (partos de otofio),
las vaquillonas y vacas multiparas eran manejadas en potreros separados.

Las vacas ingresaban a su tratamiento correspondiente luego del parto y eran
ordenadas dos veces al dia (04:00 y 15:00 h en otofo-invierno y 04:00 y 16:00 h en
primavera-verano). La rutina de ordefie iniciaba con el despunte de los pezones,
seguido de aplicacion de pre-dipping con una solucion a base de peroxido de hidrogeno
(OxyCide®, GEA Farm Technologies, Inc.) y posterior secado con toallas de papel
descartables. Luego del ordefie se realizaba el post-dipping con una solucién yodada
(LuxSan® X, GEA Farm Technologies, Inc.).

El manejo de la alimentacion fue similar en ambas épocas de parto, basado en un
modelo mixto con una sesion de pastoreo y otra sesion donde se suministraba la
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suplementacion en uno de los dos encierros que caracterizaban los tratamientos. Cada
sesion era marcada por el intervalo entre ambos ordefies.

La sesion de pastoreo durante el periodo de marzo a octubre 2019 fue entre las 07:00
y 14:00 h, encerrando a los animales luego del ordefie de la tarde. De noviembre 2019
a abril 2020 el pastoreo fue realizado entre las 17:30 a 03:00 h, encerrando a los
animales luego del ordefie de la mafiana. La suplementacion era ofrecida en los
comederos de cada encierro luego del ordefie correspondiente a la época: de marzo a
octubre a las 17:30 h, y de noviembre a abril a las 08:00 h.

Cuando existia bajo stock forrajero, las vacas se debieron encerrar durante todo el dia,
lo cual ocurrid cuatro veces durante el periodo experimental: del 11 al 21/04/2019, del
06 al 19/06/2019, del 19/12/2019 al 01/01/2020 y del 19/03 al 16/04/2020. En dicho
caso, los animales eran alimentados con DTM dividida en dos raciones diarias.
Durante esos periodos, los animales recibian el mismo manejo, con la tinica diferencia
en el tipo de encierro en que se encontraban.

6.5.1. Suplementacion

La DPM era compuesta de ensilaje de planta entera de maiz o sorgo, heno de pastura,
y racion comercial. La composicion promedio durante todo el periodo para ambas
épocas de parto fue de 55,6% de materia seca; 40,7% de fibra detergente neutra; 19,1%
de fibra detergente acida; 14,9% de proteina cruda, 4,6% de extracto etéreo y 9,1% de
cenizas. El consumo promedio de suplemento fue de 12,5 kgMS/vaca/dia para las
vacas con partos de otofio, y 13,5 kgMS/vaca/dia para las vacas con partos de
primavera.

6.5.2. Pasturas

La carga animal anual era de 2,5 VO (1500 kg de PV) por hectarea de plataforma de
pastoreo. Cada tratamiento contaba con 4 recursos forrajeros de 3,2 ha cada uno,
formados por: Pradera de primer afio de Medicago sativa y Dactylis glomerata,
pradera de segundo afio de Festuca arundinacea, pradera de tercer ano de Festuca
arundinacea 'y Lotus corniculatus, y verdeos de Avena sativa y Lolium multiflorum en
invierno y Glycine max durante el verano.

Dentro del mismo potrero, los tratamientos estaban separados por parcelas contiguas.
Durante el periodo que coincidieron en lactacion, las vacas del mismo tratamiento de
ambas épocas de parto compartieron parcela. El pastoreo era realizado en parcelas de
ocupacion semanal. La oferta de pastura era ajustada semanalmente considerando la
tasa de crecimiento, condiciones de entrada (nimero de hojas y/o nudos) y el stock de
forraje en la plataforma de pastoreo (objetivo de 1800 kgMS/ha). El consumo
promedio de pastua fue de 7,8 kgMS/vaca/dia para las vacas con partos de otoflo, y
6,6 kgMS/vaca/dia para las vacas con partos de primavera.
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6.6. Mediciones

La produccion de leche individual se registré en cada ordefie utilizando el sistema de
ordenie GEA y su software asociado (DairyPlan C21 herd and parlor management,
GEA Farm Technologies Ltd., Cambridge, New Zealand).

Se registro el peso vivo (PV) mensualmente desde los 21 dias antes del parto hasta el
final de la lactancia. La condicion corporal (CC) fue registrada utilizando la escala de
5 puntos (Ferguson et al., 1994), siempre por el mismo observador, de forma quincenal
desde los -15 hasta los 120 dias respecto al parto y posteriormente de manera mensual.
El dia del parto también se registraron ambos parametros.

Se realiz6 la extraccion de sangre de la vena coccigea en tubos con vacio (BD
Vacutainer® con activador de coagulo) para determinacion de metabolitos en suero
(NEFA, BHB, proteinas totales, albumina, colesterol). Las muestras fueron
centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos y el suero almacenado a -20°C hasta la
determinacion de los metabolitos. La concentracion de globulinas se obtuvo de la
diferencia entre las concentraciones de proteinas totales y albliimina (Grille et al.,
2019). Las determinaciones se realizaron de forma quincenal desde los -15 hasta los
30 dias respecto al parto y luego de forma mensual hasta el dia 210 en lactacion
aproximadamente.

Los metabolitos fueron determinados mediante espectrofotometria (BA200,
Biosystems S.A, Barcelona, Espafia), en el Laboratorio de endocrinologia y
metabolismo animal, Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay. Se utilizaron kits
comerciales: NEFA -HR 2, Fujifilm Wako Pure Chemical Industries Ltd., Osaka,
Japan; BHB, colesterol, proteinas totales y albimina: Biosystems S.A, Barcelona,
Espafia. Para todos los casos, el CV inter ensayo de los sueros control comercial fueron
<al 10%.

Ademas, se colectd sangre en tubos con vacio y anticoagulante (BD Vacutainer® con
EDTA K2) para la determinacion del recuento leucocitario total (RLT) y diferencial
(RLD: linfocitos, neutréfilos, monocitos), de forma quincenal, desde el parto hasta los
60 DPP. Dichas determinaciones se realizaron en el Laboratorio de Andlisis Clinicos
ALFA, Paysandu, Uruguay. El RLT se determin6 mediante impedancia eléctrica mas
colorimetria (Counter 19, Wiener Lab S.A., Rosario, Argentina). Para determinar el
RLD se realizaron extendidos en portaobjetos de la sangre entera,
se realiz6 una coloracion de May Grunwald-Giemsa y se observd por microscopia
(100x) con aceite de inmersion.

Mensualmente y también al dia siguiente de producirse precipitaciones > 30 mm
(informacién obtenida de la Estacion Meteoroldgica de la EEMAC), se evalu6 el grado
de suciedad de ubre utilizando una escala del 1 al 4: (1) Completamente limpia o muy
poca suciedad, 2) Levemente sucia 3) Mayormente cubierta de suciedad 4)
Completamente sucia (Schreiner & Ruegg, 2002). Las evaluaciones fueron realizadas
siempre por el mismo observador. Se establecio de forma arbitraria el nivel minimo
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de precipitaciones a partir de 30 mm como la cantidad suficiente para la formacion de
barro de forma significativa, basado en observaciones previas del grupo de
investigacion (datos no publicados).

Se colectaron muestras de leche (pool de los cuatro cuartos), durante los dos ordefies,
para la determinacion del RCS por citometria de flujo (Delta CombiScope™ FTIR 600
HP), semanalmente desde el parto hasta los 90 DPP, quincenalmente desde los 91 hasta
los 180 DPP y mensualmente desde los 181 hasta los 270 DPP.

En base al RCS se calcul6 el SCS a través de la formula (SCS=log2 (RCS/100.000)+3)
reportada por Shook (1993).

Para determinar la prevalencia relativa de IIM mensual, los animales que presentaron
al menos una instancia con RCS mayor a 200.000 cél/mL en ese mes, fueron
considerados infectados (Schukken et al., 2003).

Los casos de mastitis clinica eran detectados durante el despunte al inicio de la rutina
de ordefie. Ademads, también se realizaba la inspeccion de animales con alto recuento
individual. El criterio de diagndstico de mastitis clinica fue la deteccion de
anormalidades visibles en leche, con o sin signos de inflamacion en ubre (no hubieron
casos con toque sistémico, Ruegg, 2012). Una vez diagnosticado el cuarto mamario
que presentaba el cuadro clinico, se obtenian muestras de leche en frasco estéril como
reportado por NMC (2004), para realizar el cultivo y antibiograma correspondiente.
Las muestras fueron conservadas a -5°C y remitidas al Laboratorio Regional Noroeste
de la DILAVE, Paysand para dichos analisis. Las muestras se cultivaron en placas de
agar sangre y fueron llevadas a la estufa a 37°C por 24-48 h para poder determinar los
microorganismos causantes de la enfermedad, de acuerdo a lo reportado por
Gianneechini et al. (2002). Se establecié un protocolo inico de tratamiento ante casos
clinicos de mastitis o seglin los resultados de antibiograma.

La incidencia de mastitis clinica fue calculada como el nimero de nuevos casos (vacas
presentando la enfermedad por primera vez) dividido por el nimero de vacas en
lactacion para cada tratamiento por mes. La incidencia acumulada de mastitis clinica
fue calculada como el numero total de vacas exhibiendo la enfermedad durante la
lactancia entera sobre el numero de vacas por tratamiento por 100 (Ruegg, 2011).

Semanalmente se registraron variables de temperatura y humedad de la cama del
compost barn medidos a una profundidad de 20 cm (Leso et al., 2013). Se tomaron
como valores de referencia de humedad entre 40 y 60% , y de temperatura entre 45 y
60°C a los 20-30 cm de profundidad (Black et al., 2013). En marzo se realizo el
recambio completo del material de la cama sefialado por la flecha en la Figura 3.
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Figura 3. Temperatura (°C, A) y humedad (%, ®) promedio de la cama de compost
medidas a 20 cm de profundidad durante el periodo experimental. La flecha indica el
momento en que se realizé el recambio total de la cama. La linea discontinua paralela
al eje x indica la humedad minima recomendada y las lineas continuas indican la
minima temperatura y la maxima temperatura y humedad recomendadas

Se registr6 la temperatura y humedad ambiente a cada 30 minutos, obtenidas de la
Estacion Meteoroldgica de la EEMAC. En base a la temperatura y humedad se calcul6
el ITH: (1,8 x T+ 32)—[(0,55-0,0055 x HR) x (1,8 X T—26)], donde T = temperatura
(°C) y HR = humedad relativa (%); (Dikmen & Hansen, 2009). Se obtuvieron datos
de ITH promedio diario, asi como los registros maximos y minimos en el dia (Fig. 4).
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Figura 4. Indice de temperatura y humedad (ITH) promedio diario (linea continua),
ITH minimo y méaximo (lineas punteadas inferior y superior, respectivamente)
registrados por dia, y limite de confort térmico para vacas lecheras (Armstrong, 1974;
linea paralela discontinua) entre los meses de octubre 2019 a marzo 2020
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6.7.Analisis estadistico

La produccion de leche diaria se analiz6 utilizando un modelo mixto con medidas
repetidas en el tiempo (Proc MIXED; SAS University Edition, version 9.4, 2020). En
el modelo se incluyeron como efectos fijos el tratamiento, dias respecto al parto, la
interaccion entre tratamiento y dias respecto al parto, y el bloque.

Las variables de peso vivo (PV), condicion corporal (CC), acidos grasos no
esterificados (NEFA), B-hidroxibutirato (BHB), colesterol (COL), proteinas totales,
albumina (ALB) y globulinas (GLOB) fueron analizadas utilizando un modelo lineal
generalizado mixto (Proc GLIMMIX; SAS University Edition, version 9.4 2020), con
medidas repetidas en el tiempo. En el modelo se incluyeron como efectos fijos el
tratamiento, dias respecto al parto y la interaccion entre tratamiento y dias respecto al
parto, y como efecto aleatorio el bloque.

El RLT y el RLD (linfocitos, neutr6filos, monocitos) fueron analizados utilizando un
modelo lineal generalizado mixto (Proc GLIMMIX), asumiendo una distribucion de
Poisson. En los modelos se incluyeron como efectos fijos el tratamiento, dias respecto
al parto, la interaccion entre tratamiento y dias respecto al parto, y el bloque.

Todas las comparaciones multiples post hoc fueron realizadas utilizando Tukey-
Kramer.

Se construyo una tabla de frecuencias para visualizar la proporcion de vacas de cada
tratamiento asignada a cada SSU (1 a 4). Dentro de cada nivel de la escala, se compar6
la distribucion de observaciones entre tratamientos, mediante la prueba de bondad de
ajuste Chi cuadrado, asumiendo una distribucion igual entre tratamientos.

Para estudiar el efecto de los tratamientos y de la ocurrencia de precipitaciones sobre
el SSU, se ajusté un modelo lineal generalizado mixto (Proc GLIMMIX), de medidas
repetidas en el tiempo, asumiendo que la variable de respuesta es Bernoulli, agrupando
en “limpias” -score 1 y 2-y “sucias” -score 3 y 4-, como en Schreiner & Ruegg (2003).
En el modelo se incluyeron como efectos fijos el tratamiento, dia de observacion y la
interaccion entre tratamiento y dia de observacion, y como efecto aleatorio el bloque.
Las comparaciones multiples post hoc fueron realizadas utilizando Tukey-Kramer. El
efecto de las precipitaciones (>30 mm) sobre el SSU se estudié mediante contrastes en
que se compararon los dias de observacion posteriores a la ocurrencia de
precipitaciones contra los dias sin precipitaciones previas, en forma diferencial para
cada tratamiento.

La correlacion entre SSU y SCS, y entre SSU e IIM, fue evaluado utilizando el test de
correlacion de Spearman.

La prevalencia relativa de IIM fue analizada mediante un modelo lineal generalizado
mixto (Proc GLIMMIX), para una variable de distribucion binomial, con efectos fijos
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definidos por el tratamiento, mes y la interaccion entre tratamiento y mes, mientras
que se tomo el bloque como efecto aleatorio.

Para el andlisis de la incidencia relativa de mastitis clinica se realizaron tablas de
contingencia y se analizd por medio del test exacto de Fisher para variables
binomiales. Ademas, se calcularon intervalos de confianza (IC) 95% por el método de
Wilson Score. Adicionalmente se reportan odds ratio (OR) y su IC 95%.

Estos analisis fueron realizados para cada época de parto (otoflo y primavera)
separadamente. Para todos los andlisis fue considerado un P<0,05 como efecto
significativo y tendencia cuando 0,05<P<0,10.

Los resultados de cultivos bacterianos se presentan de forma descriptiva para cada
época de parto segun tratamiento.
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7. RESULTADOS

En los partos de otofio, el tratamiento CB presentd una mayor produccion de leche
diaria promedio que el tratamiento CA (CB: 26,8+0,2 L/vaca/dia vs CA: 26,1+0,2
L/vaca/dia, P=0,002). No hubo efecto de la interaccion entre tratamiento y dias en la
produccion de leche (Tabla 1, Fig. 5-A). La producciéon también varié en funcion del
tiempo, aumentando hacia los 35 dpp, manteniéndose hasta los 119 dpp, y
disminuyendo posteriormente hacia el final de lactancia (P<0.05).

La produccion de leche de las vacas paridas en primavera fue mayor en CB con
respecto a CA (CB: 27,0+0,2 L/vaca/dia vs CA: 26,1+0,2 L/vaca/dia, P=0,0001). No
hubo efecto de la interaccion entre tratamiento y dias sobre la produccion de leche
(Tabla 1, Fig. 5-B). La producciéon vario en funcién del tiempo (P<0,0001),
aumentando hacia los 14 dpp y manteniéndose hasta los 42 dpp (P<0,05),
disminuyendo posteriormente hacia el dia 77 (P<0,05). Desde el dia 84 al dia 168
postparto los niveles de produccion no fueron diferentes y continuaron disminuyendo
luego hacia el final de la lactancia (P<0,05).

Tabla 1. Efectos fijos incluidos en el modelo estadistico y su P valor para el analisis
de produccion de leche, peso vivo (PV), condicidon corporal (CC), acidos grasos no
esterificados (NEFA), B-hidroxibutirato (BHB), colesterol (COL), proteinas totales
(PT), albimina (ALB) y globulinas (GLOB) en vacas con partos de otofio y primavera

Partos de Otono Partos de Primavera
Trat Per TratxPer Trat Per TratxPer
Produccion 0,002  <0,0001 ns 0,0001 <0,0001 ns
PV ns <0,0001 ns 0,002 <0,0001 ns
CC ns <0,0001 ns ns <0,0001 ns
NEFA ns <0,0001 ns ns <0,0001 0,05

BHB ns <0,0001 ns ns 0,002 0,009
COL ns <0,0001 ns ns <0,0001 ns
PT ns <0,0001 ns 0,07 <0,0002 ns
ALB ns <0,0001 ns ns 0,03 ns
GLOB ns <0,0001 ns ns <0,0001 ns

ns= no significativo; Trat= tratamiento; Per= dias respecto al parto; TratxPer= interaccion tratamiento y dias respecto al parto
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Figura 5. Produccion de leche (L/dia) promedio y error estandar de la media para los
tratamientos compost barn (CB )y cielo abierto (CA 1), segln dias respecto al parto,
para los partos de otofio (A) y primavera (B)

No hubo efecto de tratamiento o de la interaccion entre tratamiento y dias sobre el PV
de las vacas con partos de otofio (Tabla 1, Fig. 6-A). El PV cambi6 en funcién del
tiempo (P<0,0001). Se observdé un menor PV a partir del dia 30 postparto en
comparacion a las mediciones realizadas en el preparto (-21) y parto (0) (P<0,0001).
A partir del dia 30, el PV se mantuvo sin diferencias estadisticas hasta el dia 240. Al
dia 240 el PV fue mayor al registrado al dia 180 y 210 (P<0,02), sin diferencias con
respecto a los demas periodos. EI PV al dia 300 fue mayor que al dia 60, 180 y 210
(P<0,05), sin diferencias con los demas periodos.

Para los partos de primavera, las vacas del CB presentaron un PV promedio de 612+12
kg, que fue mayor con respecto a las vacas del CA que presentaron un PV de 585£13
kg, en promedio para toda la lactancia (P=0,002). No hubo efecto de la interaccion
entre tratamiento y dias sobre el PV (Tabla 1, Fig. 6-B). A partir del dia 30 postparto
los valores de PV fueron menores en comparacion al parto (P<0,0001). Al dia 120,
180 y posteriores, no hubo diferencia significativa con respecto al PV al parto.
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Figura 6. Evolucion del peso vivo (kg) promedio y error estandar de la media para los

tratamientos compost barn (CB M)y cielo abierto (CA 1), segln dias respecto al parto,
para los partos de otofio (A) y primavera (B)

Para ambas épocas de parto, no se encontr6 efecto del tratamiento o la interaccion entre
tratamiento y dias sobre la CC (Tabla 1, Fig. 7). En ambas épocas de parto la CC vario
segun los dias (P<0,0001). Los animales que parieron en otofio llegaron con una CC
de 3,0+0,04 al momento del parto, presentando una disminucion a partir del dia 15
postparto (P<0,0001) que se mantuvo hasta el final de la lactancia. Al dia 300 postparto
la CC alcanzada no present6 diferencias respecto a la CC preparto de las vacas paridas
en otofio. En el caso de los partos de primavera, la CC al parto fue de 2,8+0,05. Los
valores de CC mas bajos con respecto al parto se registraron entre el dia 30 y 180 en
lactacion (P<0,05). La recuperacion fue mas nitida a partir del dia 210 postparto, donde
ya no presentaron diferencias significativas con respecto a la CC al parto.
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de la media para los tratamientos compost barn (CB B) y cielo abierto (CAL)), segun
dias respecto al parto, para los partos de otofio (A) y primavera (B)

En las vacas paridas en otofio, no hubo efecto de tratamiento o la interaccion entre
tratamiento y dias sobre la concentracion de NEFA (Tabla 1, Fig. 8-A). La
concentracion de NEFA vari6 en funcion del tiempo, y fue mas elevada al parto y a
los 15 dias postparto (P<0,0001) con respecto a los demds periodos. A partir del dia
30 postparto la concentracion fue similar a la del preparto.

En la paricion de primavera, no hubo efecto significativo del tratamiento sobre la
concentracion de NEFA (Tabla 1). Hubo efecto de los dias (P<0,0001), y de la
interaccion entre tratamiento y dias (P=0,05) sobre la concentracion de NEFA de las
vacas paridas en primavera. Ambos tratamientos tuvieron valores mas elevados al
parto con respecto al preparto (P<0,0001), sin diferencias entre tratamientos. Sin
embargo, a los 15 dias postparto la concentracion de NEFA en CA fue mas baja con
respecto a CB (P=0,0001; Fig. 8-B). La concentraciéon de NEFA volvi6 a alcanzar
valores similares a las del preparto a partir del dia 60 en CA y del dia 90 en CB.
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Figura 8. Concentracion de acidos grasos no esterificados (NEFA, mmol/L) y error
estandar de la media para los tratamientos compost barn (CB M) y cielo abierto
(CAD), segun dias respecto al parto, para los partos de otofio (A) y primavera (B). El
asterisco (*) indica diferencias significativas entre tratamientos para ese dia

La concentracion de BHB no presento6 efecto de tratamiento o de la interaccion entre
tratamiento y dias, en las vacas paridas en otofio (Tabla 1, Fig. 9-A). Hubo efecto de
los dias (P<0,0001) sobre la concentracion de BHB, que fue significativamente mayor
al dia 15 postparto con respecto a los demas periodos (P<0,05), con excepcion del dia
30, con el cual no hubo diferencias. La concentracion al dia 30 también fue mayor en
comparacion al dia 60 (P<0,04), sin diferencias con respecto a los demés periodos.

Para los partos de primavera, no hubo diferencias significativas entre tratamientos en
la concentracion de BHB (Tabla 1). Sin embargo, hubo efecto de la interaccion entre
tratamiento y dias (P=0,009) y de los dias (P=0,002) sobre la concentracion de BHB.
Al dia 15 postparto el tratamiento CB presentd una concentracion de BHB mayor en
comparacion a CA (P=0,03). Por otro lado, al dia 90 postparto, las vacas del
tratamiento CA presentaron una concentracion mas elevada (P=0,004), con un
promedio de 1,3+0,1 mmol/L, con respecto a CB que presentd un promedio de 0,7+0,2
mmol/L de BHB (Fig. 9-B). Para las vacas del CB, ademés de una mayor
concentracion al dia 15, también se registré un aumento de la concentracion de BHB
al dia 150, con respecto al parto y preparto (P<0,05). Para las vacas en CA, la
concentracion promedio de BHB al dia 90 fue superior a la de los demés dias (P<0,05),
con excepcion con el dia 30 y 120 donde no hubo diferencias significativas. La
concentracion del dia 30 y 120 fue superior a los demas dias (P<0,05), salvo con la del
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dia 60 donde no present6 diferencias significativas. A su vez, la concentracion del dia
60 fue estadisticamente superior a la del parto (P=0,02).
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Figura 9. Concentracion de B-hidroxibutirato (BHB, mmol/L) y error estandar de la
media para los tratamientos compost barn (CB B) y cielo abierto (CA[), segun dias

respecto al parto, para los partos de otofio (A) y primavera (B). Los asteriscos (*)
indican diferencias significativas entre tratamientos para ese dia

El colesterol no present6 efecto de tratamiento o de la interaccion entre tratamiento y
dias (Tabla 1, Fig. 10), en ambas €pocas de parto. Sin embargo el colesterol vari6 en
funcién del tiempo (P<0,0001) en ambas pariciones. Para los animales con partos de
otofo, el valor mas bajo de colesterol se registro el dia del parto (P<0,001). La
concentracion fue aumentando luego del parto, con una disminucion puntual al dia 90,
registrandose los mayores valores al dia 180 y 210 postparto (P<0,0001). En el caso
de la paricion de primavera, la concentracion mas baja de colesterol se registro en el
preparto y parto. El colesterol fue aumentando luego del parto y a partir del dia 60 en
adelante alcanzaron los valores mas altos con respecto a los demas periodos (P<0,005).
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Figura 10. Concentracion de colesterol (mmol/L) y error estindar de la media para los
tratamientos compost barn (CB B) y cielo abierto (CA (1), segln dias respecto al parto,
para los partos de otofio (A) y primavera (B)

Respecto a las proteinas totales séricas, en el caso de las vacas con partos de otofio, no
hubo efecto de tratamiento o de la interaccidn entre tratamiento y dias (Tabla 1, Fig.
11-A). Se evidencio efecto de los dias (P<0,0001), con menor concentracion de
proteinas totales al parto, respecto a los demds periodos (P<0,05) y una posterior
recuperacion en el transcurso de la lactancia.

Las vacas paridas en primavera del tratamiento CB, tendieron a presentar una mayor
concentracion de proteinas totales (67,6+1,6 g/L) respecto a CA (64,2+1,6 g/L), en
promedio para toda la lactancia (P=0,07). No hubo efecto de la interacciéon entre
tratamiento y dias (Tabla 1, Fig. 11-B). Las proteinas totales variaron en funcion del
tiempo en dicha paricion (P<0,0001), con una menor concentracion al parto, respecto
a los demads periodos (P<0,05), salvo al dia -15 y 60, con los cuales no presentd
diferencias significativas.
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Figura 11. Concentracion de proteinas totales (g/L) y error estandar de la media para
los tratamientos compost barn (CB ) y cielo abierto (CA[), segun dias respecto al
parto, para los partos de otofio (A) y primavera (B)

No hubo efecto de tratamiento y de la interaccion entre tratamiento y dias sobre la
concentracion de albumina, en ambas pariciones (Tabla 1, Fig. 12). La albliimina
presentd efecto de los dias en la paricion de otofio (P<0,0001), donde se registraron
valores mas bajos al dia 15 postparto con respecto a los demas periodos (P<0,05), con
excepcion con los dias 30 y 90 postparto, con los cuales no presentd diferencias
significativas. En los partos de primavera, también hubo efecto de los dias (P=0,03), y
la diferencia estuvo marcada por una menor concentracion de albumina en el preparto
con respecto al dia del parto (P=0,009), sin diferencias entre los demés periodos.
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Figura 12. Concentracion de albumina (g/L) y error estandar de la media para los

tratamientos compost barn (CB B) y cielo abierto (CA 1), segln dias respecto al parto,
para los partos de otofio (A) y primavera (B)

Las globulinas no presentaron efecto del tratamiento o la interaccidn entre tratamiento
y dias en ambas épocas de paricion (Tabla 1, Fig. 13). La concentracion de globulinas
varid en funcion del tiempo (P<0,0001), en ambas pariciones, donde el valor mas bajo
fue registrado al momento del parto comparado a los demas periodos (P<0,001), con
posterior recuperacion.
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Figura 13. Concentracion de globulinas (g/L) y error estandar de la media para los

tratamientos compost barn (CB M)y cielo abierto (CA (1), segln dias respecto al parto,
para los partos de otofio (A) y primavera (B)

En lo que respecta al RLT, no hubo efecto de tratamiento o de la interaccion entre
tratamiento y dias en las vacas paridas en otofio (Tabla 2, Fig. 14-A). E1 RLT vari6
segun los dias (P=0,0003), siendo mas alto al dia 1 postparto con respecto a los demas
periodos (P<0,05). En la pariciéon de primavera, no hubo efecto de tratamiento sobre
el RLT (Tabla 2). Sin embargo, hubo una tendencia de efecto de la interaccion entre
tratamiento y dias, donde al dia 60, el RLT del tratamiento CA tendi6 a ser a mayor
con respecto a CB (P=0,09; Fig. 14-B). También hubo efecto de los dias (P=0,01), con
un mayor RLT al dia 15 respecto al dia 45 (P=0,04), sin diferencias con respecto a los
demas periodos.
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Tabla 2. Efectos fijos incluidos en el modelo estadistico y su P valor para el analisis
de recuento leucocitario total (RLT), linfocitos, neutrofilos y monocitos en nimero de
células/pL, en vacas con partos de otofio y primavera

Partos de Otono Partos de Primavera
Trat  Per TratxPer Trat  Per TratxPer
Leucocitos ns 0,0003 ns ns 0,01 0,09
Linfocitos ns 0,04 ns ns ns ns
Neutroéfilos ns 0,0003 ns ns 0,005 0,06
Monocitos ns ns ns ns 0,06 ns

ns= no significativo; Trat= tratamiento; Per= dias respecto al parto; TratxPer= interaccion tratamiento y dias respecto al parto

No hubo efecto del tratamiento o de la interaccion entre tratamiento y dias sobre el
recuento de linfocitos para las vacas paridas en otofio (Tabla 2, Fig. 14-C). Hubo efecto
de los dias (P=0,04), sin embargo, por la prueba de comparacion de medias de Tukey-
Kramer no se encontraron diferencias significativas, y desde el punto de vista
biologico las diferencias son minimas. En la paricién de primavera, no hubo efecto
significativo del tratamiento, dias o la interaccion entre ambos (Fig. 14-D) sobre el
recuento de linfocitos (Tabla 2).

El recuento de neutréfilos no presentd efecto del tratamiento o de la interaccion entre
tratamiento y dias en la paricion de otofio (Tabla 2, Fig. 14-E). Hubo efecto de los dias
(P=0,0003): se encontré mayor numero de neutrdfilos al dia 1 con respecto a los demas
periodos (P<0,05), para las vacas paridas en dicha estacion. No hubo efecto
significativo de tratamiento sobre el recuento de neutrdfilos de las vacas paridas en
primavera (Tabla 2). Hubo una tendencia de efecto de la interaccion entre tratamiento
y dias (P=0,06; Fig. 14-F), con un mayor recuento de neutrofilos en el CA con respecto
a CB al dia 15 (P=0,07). También hubo efecto de los dias (P=0,005), donde se encontrd
un mayor nimero de neutréfilos al dia 1 y 15 con respecto al dia 45 postparto (P<0,05),
sin diferencias entre los demas periodos.

El niimero de monocitos no presentd efecto de tratamiento, dias o de la interaccion
entre tratamiento y dias, en las vacas paridas en otofio (Tabla 2; Fig. 14-G). En las
vacas paridas en primavera no hubo efecto de tratamiento o de la interaccion entre
tratamiento y dias sobre el recuento de monocitos (Tabla 2, Fig. 14-H). El recuento de
monocitos en las vacas paridas en primavera tendi6 a ser mayor al dia 15 con respecto
al dia 45 (P=0,00).
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Figura 14. Recuento leucocitario total (RLT, A y B), linfocitos (C y D), neutrofilos (E
y F) y monocitos (G y H) en células x10%/uL y error estandar de la media, para los

tratamientos compost barn (CB M)y cielo abierto (CA (1), segln dias respecto al parto,

para los partos de otofio (izquierda: A, C, E, G) y primavera (derecha: B, D, F, H). La

cruz (t) indica tendencia (0,05<p <0,1) de diferencia entre tratamientos para ese dia

respecto al parto.
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Del total de vacas asignadas a cada nivel del SSU se calcul6 la proporcion de las
mismas pertenecientes a cada tratamiento. En el score 1 (limpio), predominaron las
vacas del CB (> 70%) en comparacion a CA, tanto para la paricion de otofio
(P<0,0001; Fig. 15-A) como para la de primavera (P=0,001; Fig. 15-B). De manera
contraria, en el score 4 (muy sucio) hubo un mayor porcentaje de vacas del CA con
respecto a CB (P<0,0001), en ambas épocas de parto. En los SSU intermedios no hubo
diferencias significativas entre tratamientos, salvo para el score 3 en otoflo donde
también predominaron las vacas del CA con respecto a CB (P=0,001).
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Figura 15. Porcentaje de vacas de los tratamientos compost barn (CB B) y cielo

abierto (CA[)) atribuidas a cada grado (1-4) de score de suciedad de ubre (SSU) para
los partos de otofio (A) y primavera (B) en promedio para la lactancia completa

El SSU clasificado como “limpio” y “sucio” tuvo efecto del tratamiento (P<0,0001):
el tratamiento CA presentd un mayor porcentaje de vacas con SSU “sucio” con
respecto a CB, en ambas pariciones. Referente a los partos de otofio, el tratamiento CA
presentd un 43,0% de las vacas clasificadas con SSU “sucio”, mientras que en el CB
este valor fue de un 19,8% (OR= 3,6; IC 95%: 2,4-5,3; P<0,0001), en promedio para
toda la lactancia. Para los partos de primavera, un 57,5% de las vacas del CA y el
28,0% del CB fueron clasificadas con SSU “sucio” (OR= 2,4; IC 95%: 1,5-3,8;
P<0,0001), en promedio para todo el periodo experimental. En otofio, no hubo
interaccion entre tratamiento y dia sobre el porcentaje de vacas con SSU “sucio” (Fig.
16-C). Dicha interaccion fue significativa en el caso de las vacas paridas en primavera
(P=0,03), donde hubo un mayor porcentaje de vacas con SSU “sucio” en el tratamiento
CA con respecto a CB, en las observaciones realizadas durante diciembre y enero (Fig.
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16-B). Dentro de CB, el mayor porcentaje de vacas sucias se registrd en la observacion
de setiembre, la segunda observacion de octubre, y las observaciones de noviembre
(P<0.05). En CA, la segunda observacion realizada en noviembre y las observaciones
de diciembre y enero presentaron mayor porcentaje de vacas sucias (P<0,05). Se
observo efecto del dia de observacion sobre el porcentaje de vacas con SSU “sucio”
en los partos de otofio (P<0,0001). Hubo mayor porcentaje de vacas con SSU “sucio”
en mayo con respecto a la primera observacion realizada en abril 2019, a la
observacion de agosto y a la primera observacion de octubre (P<0,05). La primera
observacion realizada en noviembre presentd mayor porcentaje de vacas con SSU
“sucio” con respecto a la medicion de agosto (P<0,05), sin diferencias entre las demas
observaciones. En la paricién de primavera también hubo efecto del dia de observacion
(P=0,01). La segunda observacion realizada en noviembre presentd un mayor
porcentaje de vacas con SSU “sucio” con respecto a las observaciones de agosto y
febrero (P<0,05).

Cuando se analizo el efecto de la ocurrencia de precipitaciones sobre el SSU, no se
encontrd efecto significativo para el tratamiento CB de partos de otofio. Sin embargo,
para las vacas del CA paridas en otofio, hubo diferencias significativas (P=0,05). En
dicho tratamiento, un 50,5% de las vacas fueron consideradas con un SSU “sucio” en
las observaciones realizadas luego de lluvias mayores a 30 mm, mientras que, en las
observaciones sin precipitaciones previas, este porcentaje fue de 34,8% (OR=1,85; IC
95%: 1,1-3,1; p=0,02). Para los partos de primavera, no hubo efecto de precipitaciones
sobre el porcentaje de vacas con SSU “sucio” para ninguno de los dos tratamientos.
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Figura 16. Porcentaje de vacas con score de suciedad de ubre (SSU) “sucio” (score 3
y 4) segtin dia de observacion, para el tratamiento compost barn (CB B) y cielo abierto
(CA ), en los partos de otofio (C) y primavera (B), precipitaciones diarias y
acumulado mensual en mm (A) durante el mismo periodo. Las flechas indican las
observaciones post precipitaciones (> 30 mm). Asteriscos indican diferencias
significativas entre tratamientos dentro de los partos de primavera (P <0,05)

Para los partos de otofio, no se encontré efecto de la correlacion entre SSU y SCS para
CB, sin embargo, hubo una tendencia en el tratamiento CA (r=0,11; P=0,09).
Referente a los partos de primavera, no hubo correlacion significativa para ninguno de
los dos tratamientos.

De manera similar, no se observé correlacion significativa entre SSU e IIM para CB
con partos de otofio, sin embargo, esta correlacion fue significativa (r=0,13; P=0,05)
para el tratamiento CA en dicha época de paricion. Para los partos de primavera no
hubo significativa correlacion en ningun tratamiento.

La prevalencia relativa de IIM no fue afectada por el tratamiento, mes o la interaccion
entre tratamiento y mes en los partos de otofio. Esta prevalencia de IIM fue de 48,0%
para CBy 36,3% para CA.

De la misma manera, en los partos de primavera no hubo efecto significativo del
tratamiento o la interaccion entre tratamiento y mes, siendo la prevalencia relativa de
IIM de 35,6% y 39,1% para CB y CA, respectivamente. Sin embargo, se encontro
efecto del mes (P=0,01), y esto estuvo dado por una mayor (P=0,02) prevalencia
relativa de IIM en diciembre (63,7 £+ 10,0%) en comparacion a agosto (13,8 + 8,2%).

No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos para la incidencia
relativa acumulada de mastitis clinica, en ambas épocas de paricion. Para los partos de
otono, la incidencia relativa de mastitis clinica acumulada durante todo el periodo
experimental en el CB fue de 31% (IC 95%: 14-56%), y en el CA fue de 53% (IC 95%:
30-75%). Mientras que para los partos de primavera esta fue de 54% (1C95%: 29-77%)
para CB 'y 50% (IC95%: 27-73%) para CA.

Se realizaron 19 cultivos bacterianos de los cuartos individuales afectados por mastitis
clinica para CB y 8 para CA, con partos de otofio. Por otro lado, en los partos de
primavera, fueron realizados 15 cultivos para CB y 8 para CA. En ambas épocas de
parto el tratamiento CA presentd aislamientos de Escherichia coli y Streptococcus
uberis, mientras que en CB ademas de esas bacterias, fueron aisladas Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus dysgalactiae, Nocardia spp y Staphylococcus coagulasa
negativo (Tabla 3).
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Tabla 3. Aislamientos bacterianos de muestras de leche de cuartos individuales con
mastitis clinica de los tratamientos compost barn (CB) y cielo abierto (CA) para los
partos de otofio y primavera

Partos de otofio Partos de primavera
CB CA CB CA
Patdgeno n (19) n (8) n (15) n (8)
Gram-negativos
Escherichia coli 1 2 1 2
Klebsiella pneumoniae - - 2 -
Gram-positivos
Streptococcus uberis 2 1 1 1
Streptococcus dysgalactiae 1 - - -
Nocardia spp. 1 - 1 -
Staphylococcus Coagulasa-negativo 2 - 2 -
Sin crecimiento 11 4 7 5
Contaminadas 1 1 1 -
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8. DISCUSION

En este trabajo se confirmé parcialmente la hipdtesis planteada, que las condiciones
de mayor confort y menor exposicion al clima durante el encierro ofrecidas en el CB
resultarian en mejor performance comparado a CA. El sistema CB presentd una mayor
produccion de leche y menor score de suciedad de ubre, en ambas épocas de paricion.
Otros efectos se hicieron mas evidentes segun la época de parto, como los parametros
metabodlicos e inmunes que presentaron diferencias en la paricion de primavera, y en
el caso de la paricion de otofio con el agravado del SSU bajo condiciones de lluvia y
la correlacion entre SSU e IIM para el tratamiento CA. No obstante, no se detectaron
diferencias en la incidencia de mastitis entre tratamientos, en ambas épocas de
paricion. De acuerdo a los antecedentes disponibles, este es el primer trabajo a nivel
nacional e internacional que ha evaluado el efecto del ambiente productivo durante el
encierro en sistemas mixtos en la lactancia completa de vacas lecheras paridas en dos
épocas distintas, sobre estos parametros de salud.

A pesar de ser modesta, se evidencié un aumento en la produccion de leche para el
tratamiento CB con respecto a CA, de aproximadamente 0,7 L/vaca/dia (+ 2,6%) y 0,9
L/vaca/dia (+ 3,3%), en la paricion de otofio y primavera, respectivamente. De acuerdo
a la hipotesis de este trabajo, la mejor produccion en el sistema CB estaria favorecida
por las condiciones de confort de este sistema, con ausencia de barro y mitigacion del
estrés caldrico dada la infraestructura disponible. Marcondes et al. (2019) también
encontraron una respuesta positiva en la produccion individual (+13,3%) en sistemas
comerciales que migraron de CA a CB. La mayor respuesta visualizada en dicho
estudio pudo deberse a que eran sistemas totalmente estabulados. Hallazgos similares
en sistemas que provenian de tie-stall o free-stall también han sido reportados
(Barberg et al., 2007). En la paricion de otofio, los niveles de produccion de las
primeras semanas postparto, por encima de 30 litros diarios, se asemejan a los
antecedentes reportados por Fajardo et al. (2015) para vacas con similar tipo de dieta
y época de paricion. Si bien, no se evidenciaron tan claramente los dos picos de
produccion reportados por Chilibroste (2012) para esta época de parto en sistemas
pastoriles, si se constatd una persistencia por encima de 30 L/d por un amplio periodo,
desde el dia 35 y hasta el dia 140 respecto al parto. Si bien la produccion de leche de
las vacas paridas en primavera lleg6 a valores por encima de 30 litros diarios, esto se
sostuvo hasta el dia 63 postparto. La menor persistencia del pico productivo en las
vacas paridas en primavera con relacion a lo observado en la lactancia de otofio, podria
deberse al inicio del estrés caldrico (Polsky & von Keyserlingk, 2017). Ademas, la CC
al parto por debajo de lo recomendado podria también estar limitando el potencial
productivo (Roche et al., 2009). A pesar de que la producciéon de leche bajo
paulatinamente luego de ese periodo, a partir del dia 90, aproximadamente, logro
estabilizarse por encima de 20 litros hasta el final de la lactancia, resultando en un
promedio diario similar al de la lactancia de otofio.

Para los partos de otoilo, los indicadores de balance energético (PV, CC, NEFA y
BHB) no se diferenciaron entre tratamientos, a diferencia de la hipétesis planteada.
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Tucker et al. (2007) encontraron un aumento en las concentraciones de NEFA en
condiciones de lluvia y viento simulando el invierno, comparado a vacas mantenidas
en corrales cubiertos. Por otra parte, Schiitz et al. (2010) encontraron una disminucion
en el consumo de alimento en vacas expuestas a lluvia y viento, respecto a un grupo
control, lo que podria tener prejuicios en el balance energético. Es probable que el
clima mas ameno de otofio en el que transcurrieron la lactancia temprana, contribuyd
a que los desafios ambientales no fueran tan contrastantes entre sistemas durante el
periodo mas critico de BEN, explicando estos resultados. Ademas, la estructura de
madera con techo del CA podria haber sido suficiente como refugio para los animales,
similar al tratamiento control utilizado por Tucker et al. (2007). Respecto a la
evolucion en funcion del tiempo, el BEN se evidenci6 en ambos tratamientos de otofio,
a través de la diminucion de PV y CC, asi como por el aumento de NEFA y BHB luego
del parto (Meikle et al., 2013). La CC present6d una recuperacion tardia, dado que
recién en la ultima medicion realizada al final de la lactancia se registraron niveles de
CC similares al preparto. Esto es coherente con los niveles de produccidon que se
mantuvieron elevados (Fajardo et al., 2015), reflejando un mecanismo de homeorhesis
que prioriz6 la produccion de leche a expensas de las reservas corporales (Meikle et
al., 2013), durante gran parte de la lactancia. De manera similar, la recuperacion de
PV se evidencia a partir del dia 240, momento en que la produccion presentd niveles
mas cercanos a los 20 litros diarios. El aumento de NEFA en suero sanguineo al
momento del parto y al dia 15 postparto, coincide con los antecedentes (Meikle et al.,
2013), y superaron el punto de corte de 0,7 mmol/L (Ospina et al., 2013). El aumento
de BHB al dia 15 postparto también fue reflejo de esa lipomovilizacion y aumento de
la cetogénesis, alcanzando concentraciones de 1,2 mmol/L, considerados como
referencia para el diagndstico de cetosis subclinica (McArt et al.,, 2012). Se han
vinculado altas concentraciones de NEFA y BHB con una menor produccion de leche,
mayor riesgo a desarrollar enfermedades y peor performance reproductiva (Duffield
et al., 2009; McArt et al., 2013; Benedet et al., 2019).

En cuanto a la movilizacion de reservas en los partos de primavera, si bien el PV fue
mayor en CB con respecto a CA, la CC no present6 efecto de tratamiento. Es posible
que las diferencias de PV no se visualicen en la CC que es una medida mas subjetiva
de la grasa subcutanea. Los perfiles de NEFA de las vacas paridas en primavera
difirieron acorde al tratamiento, y eso se visualizo a los 15 dias postparto cuando se
mantuvieron altas en el grupo CB y comenzaron a disminuir en CA. Estos datos no se
acompafiaron temporalmente con una mayor produccion de leche en CB que explicara
la mayor movilizacion lipidica (Meikle et al., 2013) pero si podrian indicar una mayor
reserva de grasa visceral que explicaria el mayor PV (Drackley et al., 2014). Las
mayores concentraciones de NEFA el dia 15 en las vacas CB coincide con la
concentracion de BHB que también fue mayor en este dia, reflejando la cetogénesis
caracteristica durante el periodo de balance energético negativo (Baumgard et al.,
2017). Es posible que las menores concentraciones de NEFA y BHB en CA sean
reflejo de un mayor consumo de estos metabolitos debido a la actividad fisica, como
postulado por (Astessiano et al., 2015), teniendo en cuenta que son utilizados por el
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tejido muscular como fuente de energia (Robinson & Williamson, 1980; Adewuyi et
al., 2005). Apoyando esta hipotesis, en este trabajo se evidencié una menor frecuencia
del comportamiento de estar echadas (Pons et al., 2021) durante el encierro en CA con
respecto a CB, lo que pudo haber implicado un mayor gasto energético. Sin embargo,
al dia 90 el tratamiento CA presenta mayor concentracion de BHB en comparacion a
las vacas en CB. Esto fue un hallazgo inesperado, ya que no coincide con su respectiva
curva de NEFA, citado como el precursor clasico de BHB (Nelson & Cox, 2013). No
obstante, existen evidencias de que las concentraciones de NEFA y BHB no
necesariamente aumentan de forma asociada (McCarthy et al., 2015). En este sentido,
cabe recordar que ademas del AcetilCoA proveniente de la 3-oxidacion de los lipidos,
otra fuente de formacion de cuerpos cetdnicos son los aminodcidos cetogénicos (Sun
et al., 2014), lo que podria ser una explicacion para este aumento de BHB, indicando
que hubo degradaciéon de proteinas corporales. En vacas flacas, se ha constatado un
aumento de indicadores plasmaticos de catabolismo de proteinas tisulares durante las
primeras semanas en lactacion, explicado por la limitada disponibilidad de grasa
corporal (Pires et al., 2013). Esto podria ser el caso de las vacas paridas en primavera,
que llegaron al parto con una CC por debajo de lo ideal (Roche et al., 2009). La
bibliografia reciente también reporta que, bajo condiciones de estrés, como puede ser
el estrés caldrico, el metabolismo es reorganizado de manera a que prioriza el
catabolismo de proteinas tisulares, en lugar de las reservas lipidicas (Baumgard &
Rhoads, 2013; Gao et al., 2017; Sammad et al., 2020). Ademas, ¢l cortisol liberado
durante el estrés promueve el aumento de la protedlisis (Braun & Marks, 2015). Los
90 dias postparto de las vacas paridas en primavera coinciden con los muestreos de
sangre realizados durante la segunda mitad de octubre y primeros dias de noviembre.
Durante esas fechas fueron registrados valores de ITH maximos por encima de 80 (Fig.
4), y que se mantuvieron por encima del limite de 72, considerado para el confort
térmico de vacas lecheras, durante varias horas por dia (datos por hora no presentados).
Ademas, debe notarse que la concentracion de BHB del tratamiento CA se encontraba
alrededor de 1,2 mmol/L durante los 90 y 120 dias respecto al parto, lo que se puede
considerar como cetosis subclinica (McArt et al., 2012). En este sentido, Gantner et
al. (2016) encontraron un mayor riesgo a desarrollar cetosis en vacas bajo estrés
calérico durante la lactancia media. Se debe resaltar que, durante el periodo de
encierro, el tratamiento CA poseia un techo de nylon de 19,2 m? para cada cuatro vacas
y agua ad libitum, como recursos para mitigar el calor. Sin embargo, el tratamiento
CB contaba con un galpon completamente techado, ventilacion artificial y aspersores.
De hecho, se constatd una mayor temperatura subcutanea en las vacas de CA con
respecto a CB medidas en los meses de diciembre y enero ons et al., 2021). Estas
diferencias en las comodidades de cada encierro pudieron haber generado que los
animales enfrentaran de manera distinta los periodos de mayor riesgo al estrés calorico
y esto se evidencio en los indicadores metabdlicos.

Las proteinas totales no presentaron diferencias entre tratamientos en los partos de
otofio. Sin embargo, las vacas paridas en primavera del tratamiento CA tendieron a
presentar menor concentracion de proteinas totales respecto a CB. Estos resultados
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podrian también tener relacion con el efecto del estrés caldrico sobre el metabolismo
proteico, como ya fue mencionado para NEFA y BHB. En este sentido, Gao et al.
(2017) encontraron una menor concentracion de aminodcidos libres en plasma en
vacas bajo estrés caldrico, respecto a vacas que se mantuvieron en zona termoneutral.
Estos autores también evidenciaron menor NEFA y mayor concentracion de urea en
plasma, orina y leche en las vacas bajo estrés calorico, y sostienen que tales resultados
se debieron a wuna mayor utilizacion de aminoicidos como precursores
gluconeogénicos, ya que se prioriza la utilizacion de glucosa en condiciones de estrés
caldrico en lugar de NEFA (Gao et al., 2017). La priorizacion del uso de aminoécidos
para este fin podria estar limitando la disponibilidad para formacion de proteinas
séricas. No obstante, esto estaria en desacuerdo con los hallazgos de Cozzi et al.
(2011), quienes reportaron un aumento de proteinas totales y globulinas séricas
durante el verano. Es de destacar que en ambos tratamientos de primavera las
concentraciones de proteinas totales estuvieron cercanas o por debajo del rango de
referencia de 67,4-74,6 g/L (Kaneko et al., 2008). De la misma manera, si bien sin
diferencias entre tratamientos, las globulinas también estaban por debajo del rango de
referencia de 33-62 g/ (Cozzi et al.,, 2011), lo que podria explicar la baja
concentracion de proteinas totales en esa estacion de parto. Esto podria estar indicando
una supresion de la inmunidad adquirida de las vacas paridas en esta época, aunque el
motivo por el cual las globulinas estuvieron mas bajas es incierto. Una posible
explicacion para la menor concentracion general de proteinas totales se relaciona a la
menor CC de las vacas paridas en primavera, como reportado por Roche et al. (2013).
Estos autores encontraron menor concentracion de proteina total sérica en el postparto
y mayor urea sérica en el preparto de vacas de CC delgada comparado con alta CC,
dando indicios de cambios en el metabolismo proteico ocasionados por la menor CC.
En este mismo sentido, Pires et al. (2013) constataron un aumento de indicadores
plasmaticos de catabolismo de proteinas tisulares durante las primeras semanas en
lactacion en vacas flacas, explicado por la limitada disponibilidad de grasa corporal.
Como fue mencionado anteriormente, una posible limitacion en la disponibilidad de
aminoacidos, asi como también la falta de glucosa en si misma como combustible
principal para las células del sistema inmune (Kvidera et al., 2017) podria estar
incidiendo en la concentracion de globulinas. Ademas, también se podria considerar
la alta concentracion de BHB, tanto cercano al parto como en las diversas etapas de la
lactancia, de las vacas paridas en primavera, ya que el BHB podria perjudicar la
blastogénesis de los linfocitos y por ende la producciéon de inmunoglobulinas
(Ingvartsen & Moyes, 2015). Por tltimo, los valores de proteinas totales también
variaron en funciéon del tiempo, con menor concentraciéon al parto y posterior
recuperacion, en ambas épocas de paricion. Esto pudo haber reflejado el menor
consumo alrededor del parto y la migracién de proteinas como globulinas al calostro
(Cavestany et al., 2005; Herr et al., 2011; Adrien et al., 2012), las cuales también
estaban disminuidas al parto.

Las concentraciones de colesterol y albumina no presentaron diferencias entre
tratamientos en ambas épocas de parto. La baja concentracion de colesterol alrededor
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del parto, en ambas épocas de paricion, coincide con la bibliografia que asocia este
hallazgo con la disminucion del consumo durante el periodo de transicion (Adrien et
al., 2012; Meikle et al., 2013). La concentracion de colesterol se fue recuperando de
forma paulatina luego del parto y esta curva coincidi6 con los resultados de Ruprechter
et al. (2018). La albumina se mantuvo de forma general dentro de los valores de
referencia de entre 33 a 41 g/L (Cozzi et al., 2011) en ambas épocas de paricion y para
ambos tratamientos. Sin embargo, se registré un descenso a los 15 dias postparto en
las vacas paridas en otofio y en el preparto de las vacas paridas en primavera. Estos
periodos coinciden con el momento de BEN e inmunosupresion alrededor del parto, y
en este sentido, se ha reportado que la albumina es una proteina de fase aguda negativa
y, por lo tanto, disminuye en presencia de enfermedad o funcidon hepatica alterada
(Bionaz et al., 2007; Ruprechter et al., 2018).

El RLT y recuento de neutrdfilos, presentaron una tendencia a mayores valores en el
CA respecto a CB en dias puntuales, nuevamente solo en la pariciéon de primavera,
sugiriendo un estado de mayor inflamacion en el tratamiento CA. Asi mismo, se debe
notar que, de manera general, los recuentos de RLT, neutrofilos y monocitos
registrados para los partos de primavera superaron los valores de referencia para
bovinos, que estarian entre 4-12 x103 cél/uL para RLT, y entre 0,6 y 4 x10° cél/uL para
neutrdfilos y entre 0 a 0,8 x10* cél/uL para monocitos. Los valores de referencia de
linfocitos son de entre 2 a 7,5 x10? cél/uL, por lo que estarian en general dentro del
rango, salvo en el tratamiento CA al dia 1 y 15 postparto (Radostits et al., 2000). Esto
sugiere un estado de estimulacion de la inmunidad innata de estos animales, lo que es
contradictorio con la bibliografia que sugiere una inmunosupresion en vacas en BEN
(Ingvartsen & Moyes, 2015). Sin embargo, también se ha postulado que el estrés
oxidativo generado durante el desbalance metabolico en vacas lecheras, podria llevar
a un aumento de la inflamaciéon mediante el incremento de mediadores pro-
inflamatorios (Sordillo & Mavangira, 2014). En relacion a la evolucion en funcion del
tiempo, el RLT debio estar influenciado por la evolucion de los neutrdfilos en ambas
épocas, con aumentos cercanos al parto. Esto concuerda con lo reportado por Cui et
al. (2019), quienes encontraron un aumento de ambos recuentos al momento del parto
en vacas sanas. Al parto se da el estimulo de la inmunidad innata a través de procesos
inflamatorios relacionados a los cambios a nivel de utero, liberacion de placenta, y
defensa contra posibles infecciones ya sea del tracto reproductor o de la glandula
mamaria (Sheldon et al., 2020).

Las condiciones ambientales durante el encierro en CB o CA, en sistemas mixtos,
afectaron el SSU. El tratamiento CA presentd peores condiciones de higiene, reflejadas
en los mayores niveles de SSU, en ambas estaciones de parto. Este resultado se
corresponde con la literatura que lo atribuye a las condiciones ambientales con
presencia de barro (Fisher et al., 2003; Chen et al., 2017) generadas por el pisoteo y
excreciones de los animales sobre el piso de tierra, asi como la exposicion a
precipitaciones (Sant’Anna & Paranhos da Costa, 2011). De manera similar,
O’Driscoll et al. (2008b) y Boyle et al. (2008), encontraron un mayor nivel de suciedad

41



en encierros a cielo abierto en comparacion a free-stall, utilizando vacas secas y
vaquillonas, respectivamente, también durante el invierno y en estabulacion completa.
Por el contrario, Sjostrom et al. (2019) encontraron mayor nivel de suciedad en
compost barn respecto al cielo abierto. Sin embargo, en dicho estudio los sistemas eran
de estabulacion completa y las evaluaciones fueron solamente durante el invierno, con
presencia de nieve, y se disponian de camas de paja para los animales en algunas zonas
del encierro a cielo abierto (Sjostrom et al.,, 2019). Ademas, cuando ocurrieron
precipitaciones mayores a 30 mm, las vacas del CA con partos de otofio se encontraban
mas sucias respecto a las observaciones sin lluvias previas. Esto lleva a cuestionar si
las condiciones climaticas, durante el otofio-invierno, con un retraso en el proceso de
secado del suelo debido a la menor radiacion solar (Laguarda et al., 2020) y
temperatura ambiente (baja evaporacion), contribuy6 a que las lluvias tuvieran este
efecto, ya que no se observo lo mismo durante los partos de primavera.

La interaccion entre tratamiento y dia de observacion visualizada en la paricion de
primavera, significé un mayor SSU en el CA con respecto al CB, durante los meses de
diciembre y enero. Esto pudo haber sido resultado de una sumatoria de condiciones
dadas en ese momento, como la estabulacion completa desde el 19 de diciembre de
2019 al 1 de enero de 2020. Ademas, si bien no hubo efecto de la ocurrencia de
precipitaciones sobre el SSU para los partos de primavera, hubo lluvias durante varios
dias seguidos en esos meses (Fig. 16-A) que, sumado al pisoteo de los animales y
mayor cantidad de excreciones dada la mayor permanencia, pudieron haber aumentado
la formacion de barro en el CA. Este aspecto puede ser visualizado en la interaccion
entre CA y dia de observacion, donde los dias con mayor porcentaje de vacas sucias
coincidieron con el aumento en la frecuencia y acumulado de lluvias (Fig. 16-A y B).
Estos resultados podrian indicar que una utilizacién mas intensa de estos encierros,
sumado a la vulnerabilidad frente a las condiciones climaticas, podrian provocar
peores resultados en cuanto a SSU. Por otro lado, la interaccion entre CB y dia de
observacion demostr6 un mayor porcentaje de vacas sucias entre los meses de
setiembre y noviembre. Coincidentemente, en esos meses se registraron valores para
humedad de la cama de compost cercanos al limite superior, asi como una temperatura
de la cama por debajo o en el limite inferior. Esto coincide con la literatura que asocia
las condiciones de la cama de compost y el SSU (Black et al., 2013, 2014; Favero et
al., 2015; Eckelkamp et al., 2016; Leso et al., 2020). Eckelkamp et al. (2016)
encontraron un mayor SSU en vacas en compost barn asociado a una mayor humedad
de la cama, lo que a su vez estuvo relacionado a una menor temperatura ambiente del
galpon. Black et al. (2013) reportaron efecto significativo de la temperatura ambiente,
la temperatura de la cama y la interaccion entre humedad de la cama y temperatura
ambiente, sobre la media de SSU del rodeo.

La correlacion entre SSU e IIM, asi como la tendencia de correlacion entre SSU y
SCS, también fueron encontradas solamente para CA de partos de otofio, pero a pesar
de ser positivas, presentaron una baja magnitud. Este valor fue similar a lo reportado
por Reneau et al. (2005), quienes encontraron una asociaciéon (R=0,15) entre SSU y
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SCS para vacas lecheras en estabulacion completa en free-stall. Sumado a estos
resultados, la falta de diferencias significativas entre tratamientos en cuanto a
prevalencia relativa de IIM permitiria sostener que, para estas condiciones
experimentales, el grado de suciedad no estuvo fuertemente asociado a la incidencia
de mastitis como era la hipotesis. En este sentido, Ellis et al. (2007) no encontraron
efecto de la suciedad de las vacas (sumatoria de 4 regiones anatomicas) sobre la
incidencia de mastitis clinica. DeVries et al., (2012) encontraron una mayor suciedad
atribuida a una menor frecuencia de limpieza del establo, pero esto no estuvo asociado
a diferencias en la incidencia de mastitis clinica. De manera similar y si bien el nimero
de vacas incluidas en este ensayo para esta variable es limitado, en nuestras
condiciones experimentales tampoco se detectaron diferencias significativas entre
tratamientos en cuanto a la incidencia de mastitis clinica. En lo que refiere mas
especificamente a los tipos de encierro estudiados en el presente trabajo, en el
seguimiento de tambos comerciales con encierro total en sistemas a cielo abierto que
migraron a sistemas de compost barn, tampoco fueron encontradas diferencias en
cuanto a RCS o gastos en tratamientos (Marcondes et al., 2019). Por otro lado,
Sjostrom et al. (2019) encontraron una mayor incidencia de mastitis clinica en vacas
en compost barn comparado con cielo abierto durante el invierno, sin acceso a
pastoreo. Como fue mencionado, las condiciones de manejo de los trabajos citados
difieren del presente. El clima de la region y el uso del encierro durante un turno del
dia la mayor parte del tiempo en el presente trabajo, podrian ser parte de la explicacion
de los distintos resultados. No encontramos similares antecedentes para sistemas
mixtos de alimentacion, utilizando estos tipos de encierro y a lo largo de la lactancia
completa. Otro factor que pudo tener impacto sobre los presentes hallazgos, como la
incidencia de mastitis, son las diferencias en el area disponible por animal en cada uno
de los sistemas de encierro. Algunos trabajos reportan una asociacion entre la alta
carga y una mayor incidencia de mastitis (Blowey & Edmondson, 2000; Hogan &
Smith, 2012) y en este sentido, es de destacar que el tratamiento CA presentaba un
area por animal 4 veces mayor a CB, lo que también pudo haber contribuido a la
ausencia de diferencias en incidencia de mastitis entre tratamientos. Ademas, la rutina
completa de ordefie con aplicacion de pre-dipping pudo haber contribuido a evitar
peores resultados en cuanto a mastitis en el tratamiento CA, teniendo en cuenta el
mayor grado de SSU que presentaban las vacas al momento del ordefie. En estudios
en sistemas pastoriles, en que los pezones se encontraban relativamente limpios, al
utilizar pre-dipping no se observaron diferencias en la incidencia de mastitis
comparado a no utilizar (Morton et al., 2014). Sin embargo, existen estudios que
indican una disminucion en la carga bacteriana y por lo tanto de riesgo de IIM luego
del pre-dipping en sistemas estabulados (Pankey et al., 1987; Smith & Hogan, 1993).
Por lo tanto, el pre-dipping podria estar explicando los resultados de este trabajo.

La mayor prevalencia relativa de IIM en diciembre comparada a agosto en los partos
de primavera, independientemente del tratamiento, concuerda con algunos estudios
que han reportado un mayor RCS durante el verano (Summer et al., 2007) y que lo han
relacionado con el estrés calorico (Bouraoui et al., 2002; Garcia et al., 2015). Sin
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embargo, la interaccion tratamiento por mes no fue significativa en la misma época de
paricion para sustentar esta hipotesis, considerando que la infraestructura disponible
en cada tipo de encierro ofrecia condiciones distintas para atenuar el estrés calorico,
con ventilacion, aspersores y galpon completamente techado en CB, en contraste con
el CA que solamente contaba con un area de sombra artificial de 19,2 m? para cada 4
vacas. En este sentido, para nuestras condiciones experimentales no pudimos concluir
que el estrés caldrico que podria ser mayor en el CA, aumenta la prevalencia relativa
de IIM.

La mayoria de los patégenos aislados de los casos de mastitis clinica fueron bacterias
ambientales, lo que acompana la tendencia reportada internacionalmente, dado que el
tambo de la estacion experimental aplica un programa de control de mastitis
contagiosa desde hace varios afos (LeBlanc et al., 2006; Ruegg, 2012; Ruegg &
Pantoja, 2013; Rowbotham & Ruegg, 2015). Este hallazgo también podria vincularse
con los tipos de encierro utilizados (Hogeveen et al., 2011; Klaas & Zadoks, 2017).
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9. CONCLUSIONES

El ambiente productivo durante el encierro en sistemas mixtos, utilizando compost
barn presentd una mayor produccion individual con respecto al cielo abierto. Las
diferentes respuestas entre tratamientos en las concentraciones de acidos grasos no
esterificados, B-hidroxibutirato, y células del sistema inmune en las vacas paridas en
primavera, podrian ser un alerta a los efectos del estrés calorico en esa época de
paricion, a lo cual estan especialmente expuestas las vacas del cielo abierto. Si bien el
cielo abierto presentd mayor nivel de suciedad en ambas épocas de parto con respecto
al compost barn, en nuestras condiciones experimentales no se detectaron diferencias
en la incidencia relativa de mastitis entre tratamientos.

10. IMPLICANCIAS

Los sistemas mixtos son un modelo atractivo dada la combinacion de ventajas del
sistema pastoril y el uso de suplementacion en encierros, permitiendo la mayor
intensificacion. Sin embargo, es necesario tener en cuenta el ambiente en que se
encuentran los animales y las posibles fuentes de estrés que pueden poner en riesgo su
integridad fisiologica y desempefio productivo. En el presente trabajo se observo
como, mas alla del periodo de transicion, los problemas metabdlicos y desequilibrios
del sistema inmune también se pueden dar en momentos posteriores de la lactancia,
pudiendo ser reflejo de las condiciones ambientales y del grado de reservas corporales
de los animales. Las caracteristicas climaticas de la region y época de partos también
pueden impactar en aspectos como el buen funcionamiento de la cama de compost, asi
como la ocurrencia de lluvias e intensidad de uso de los encierros a cielo abierto,
favorecer a un mayor grado de suciedad de ubre y por ende el riesgo a mastitis, asi
como peor bienestar animal. Conocer y caracterizar los distintos indicadores de salud
de la vaca lechera durante su lactancia, y tener un mayor control sobre los factores que
impactan en el éxito del sistema es clave para actuar de forma preventiva, evitando
pérdidas de distintos tipos. La informacion obtenida en esta tesis brinda evidencia
sobre las condiciones de un sistema de encierro (compost barn) que se incrementa en
nuestro pais, con sus implicancias productivas y de bienestar animal.
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Abstract

This study aimed to compare two types of housing, compost barn (CB) vs open lot
(OL), on udder hygiene and health indicators, in Holstein dairy cows calved in autumn
(n=31) and late winter (n=27). After calving, cows were put in a mixed feeding system
composed of grazing and total mixed ration (TMR) offered in one of the two
treatments: CB or OL. The udder hygiene score (UHS) was evaluated monthly and
also on days after rainfall over the entire lactation. Individual somatic cell count (SCC)
was determined throughout the entire lactation and the prevalence of intramammary
infection (IMI) to each treatment was calculated. Incidence of clinical mastitis was
recorded and milk samples were taken from affected quarters for bacterial culture.
Rainfall (mm) was registered, and temperature (°C) and moisture (%) of the compost
bedded pack were measured weekly at a depth of 20 cm. The cows housed in CB
achieved a lower UHS compared to cows in OL (P<0.05), in both calving seasons.
Besides, when it rained, OL cows that calved in autumn were dirtier than days without
previous rains (OR=1.85, CI95%: 1.1-3.1, P=0.05). Also, only for cows of OL that
calved in autumn, there was a correlation between UHS and IMI (r=0.13, P=0.05).
However, no differences in IMI and clinical mastitis were found between OL and CB
cows, in either calving season. Unlike the CB, the housing conditions in OL increased
the risk of poorer udder hygiene and udder health indicators in dairy cows under mixed
systems.

Keywords: mastitis, mud, rainfall, moisture.
Introduction

A fundamental advancement in knowledge of most production diseases has been the
recognition of its multifactorial nature (Hogeveen et al., 2011; LeBlanc et al., 2006).
The environment is one of the three components of the epidemiological triad that
impacts health, plus host and agent, all of them affected by management practices
(LeBlanc et al., 2006). Dairy production systems have intensified over time (Farifia
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and Chilibroste, 2019), and mixed systems based on grazing plus total mixed ration
(TMR) in housing have emerged as an alternative that combines the advantages of
both production models (Bargo et al., 2002; Fajardo et al., 2015; Salado et al., 2020;
Vibart et al., 2008). In these systems, a high stocking rate is necessary to maximize
pasture utilization. This also forces the use of supplementation to meet the individual
nutritional requirements of the animals and cover the periods when the available
pasture is insufficient (Baudracco et al., 2010). Although grazing systems have been
associated with better indicators of animal health, the use of housing could increase
the risk of mastitis (Fontaneli et al., 2005; Lacy-Hulbert et al., 2002; Washburn et al.,
2002).

Several studies relate the environment where the cows are with the degree of dirtiness
of the animals (DeVries et al., 2012; Ellis et al., 2007; O’Driscoll et al., 2008b;
Sjostrom et al., 2019; Wolfe et al., 2018). Schreiner and Ruegg (2003) and Reneau et
al. (2005) found an association between the udder hygiene score (UHS) and the
intramammary infection (IMI) and somatic cell score (SCS) in confined dairy cows.
Furthermore, depending on the time of calving season, animals are exposed to different
environmental conditions throughout lactation. In systems that use grazing, the main
calving seasons are autumn and spring (Garcia and Holmes, 2005; Washburn et al.,
2002; White et al., 2002). The autumn calving season challenges cows to spend their
lactation during cold seasons where, in temperate climates, the rains and mud
formation predispose to higher UHS (Sant’Anna and Paranhos da Costa, 2011). On
the other hand, spring calvings have the course of lactation during times of greater heat
stress, which can increase the risk of diseases such as mastitis (Bouraoui et al., 2002;
Garcia et al., 2015; Summer et al., 2007). In this sense, the place where the animals
are housed and the degree of exposure to the environment, in these mixed systems,
could represent a limiting factor for animal health and welfare (Farifia and Chilibroste,
2019).

The compost barn (CB) emerged as a friendlier alternative to animal welfare, with
positive impacts on health when compared to traditional free-stall systems (Barberg et
al., 2007). The animals in CB are free on a comfortable bed of organic substrate
(commonly sawdust) (Bewley et al., 2017; Endres and Barberg, 2007; Shane et al.,
2010). This material undergoes a composting process through aerobic fermentation
with the excretions of animals, which could reach temperatures, such that it could
inactivate pathogens that cause mastitis (Barberg et al., 2007; Black et al., 2014).
Proper bed management is essential to maintain the cow's cleanliness and udder health
(Barberg et al., 2007). It is recommended that the bed maintains a temperature between
45 and 60°C, and moisture between 40 and 60% (Black et al., 2013). The high bacterial
load is often linked to high moisture levels, especially during the cold and humid
climate of some regions, which may require greater replacement of material (Black et
al., 2014, 2013; Leso et al., 2020).

On the other hand, the open lot is increasingly used around the world, particularly in
arid climate regions (Tresoldi et al., 2017), due to its simple and low-cost infrastructure
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and management (Barnes et al., 2013; O’Driscoll et al., 2008a; Salado et al., 2020;
USDA-NAHMS, 2016). In Uruguay, it is the most used type of housing (Chilibroste
and Battegazzore, 2019) despite having a temperate humid climate. In this way, health
and welfare can be at risk in these systems if the animals are exposed to outdoor
conditions such as rain, mud, or heat stress (Boyle et al., 2008; O’Driscoll et al., 2008b;
Tresoldi et al., 2017; Tucker et al., 2007). The floor of open lot systems may have high
moisture and manure accumulation, with a large bacterial load that could predispose
the cows to mastitis (Hogan and Smith, 2012). Considering that cows are lying 50 to
60% of the day, the floor with which their teats have contact could predispose them to
greater exposure to environmental pathogens, being directly related to the bacterial
load of the environment (Hogan and Smith, 2012).

There are many options when choosing production models which can affect the health
of the animals. Growing societal pressures for decreased use of antibiotics further
reinforces the need to understand the factors that could help prevent mastitis, such as
the environment and management (Klaas and Zadoks, 2018). The literature lacks well-
controlled studies that evaluate the effect of the facilities of housing (e.g., ground, bed,
roof) used in mixed production systems throughout entire lactation, on udder hygiene
and udder health of dairy cows in different calving seasons. This work hypothesized
that the conditions during the housing period in OL, with greater exposure of the cows
to the environment and adverse weather factors, can generate a higher level of UHS
and consequently a higher incidence of mastitis than CB. Considering the dynamic
aspects that can affect mastitis, the present work aims to compare the housing
conditions in compost barn vs open lot, used in mixed systems, in two calving seasons,
and its impact on UHS and udder health throughout entire lactation.

Materials and methods

The evaluations were carried out at the Estacion Experimental Dr. Mario A. Cassinoni,
Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica, Paysandt, Uruguay (32° 23'07.6
"S 58°03'17.9" W) between March 2019 and April 2020. The protocol was approved
by the Ethics Committee of Universidad de la Republica, (Comité de Etica en el uso
de Animales de Experimentacion), CEUA-CHEA ID 682- Exp. 020300-000602-18).

Experimental design

The study was performed with Holstein dairy cows that calved in March and April
(n=31; hereafter called autumn) and in July and August (hereafter called late winter,
n=27). Before calving, cows were blocked according to parity, expected calving date,
body weight (BW), and body condition score (BCS), considering that all were healthy
animals on clinical examination, without a background of chronic mastitis. They were
then randomly distributed into 2 treatments: compost barn (CB) + grazing, and open
lot (OL) + grazing. The treatments started immediately after calving and lasted until
the end of the corresponding lactation.

Animals
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In autumn calving season, thirty-one Holstein dairy cows were used (CB: n=16, OL:
n=15). The mean parity was 2.8+1.4, BW at calving was 660+78 kg, BCS at calving
was 3.0+0.3. The mean calving date was 03/17/19 + 9.7 days, and the evaluation was
carried out until 02/06/2020. Daily milk production was 26.8+0.2 L/day for CB and
26.1+0.2 L/day for OL, on average for the entire lactation.

In late-winter calving season, twenty-seven Holstein dairy cows were used (CB: n=13,
OL: n=14). The mean parity was 2.7+1.2, BW at calving was 620+64 kg, BCS at
calving was 2.840.2. The mean calving date was 08/07/19 + 9.7 days, and the
evaluation was carried out until 05/27/2020. Daily milk production was 27.0+0.2
L/day for CB and 26.1+0.2 L/day for OL, on average for the entire lactation.

Treatments
Compost Barn

The CB consisted of a roofed barn, with ventilation (both natural and with fans) and
sprinklers for cooling the animals. The cows were housed in pens (4 cows/pen), which
each had a compost bedded pack area of 54 m? (13.5 m?/animal). The adjacent feeding
area was 27 m? of concrete with a 3-meter long feed trough shared by the 4 animals.
Each pen had fresh water ad libitum.

The materials used in the bedded pack were eucalyptus and pine sawdust, wood chips,
and rice husk stirred with a chisel plow twice a day. A 15 cm layer of new material
was added every 15-20 days, depending on the temperature and moisture of the bedded
pack.

Open Lot

The OL was subdivided into pens for 4 cows. Each pen had an area of 478 m? with an
artificial shade area provided by a wooden structure and a 19.2 m? nylon roof with a
height of 4 m, the rest of the area was uncovered and therefore exposed to the weather.
Each pen had a 4.5-meter-long cement feed trough and fresh water ad libitum. Between
the feeding area and the shaded area, there was an area divided into two parts that were
used alternately, depending on the accumulation of mud. With this management, the
effective area of use was 72.8 m?/animal.

Routine and feeding management

All the animals had the same pre-calving management. The cows entered the
corresponding treatment after calving and were milked twice a day (04:00 a.m. and
03:00 p.m. in autumn-winter, and 04:00 a.m. and 04:00 p.m. in spring-summer). The
milking routine started with forestripping to stimulate milk descent and to detect
clinical mastitis. Then, pre-dipping was carried out with a hydrogen peroxide-based
sanitizing solution (OxyCide®, GEA Farm Technologies, Inc.), dried with disposable
paper towels, and after milking, teats were immersed in an iodine solution (LuxSan®
X, GEA Farm Technologies, Inc.) as post-dipping.
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In both calving seasons, the feeding management was the same, based on a mixed
model with a grazing period and a housing period, where supplementation was offered.
This occurred in two different types of housing that characterized the treatments. Each
period was marked by the interval between milking.

The grazing access from March to October was between 07:00 a.m. and 02:00 p.m.,
housing animals after the p.m. milking. From November to April the grazing access
was between 05:30 p.m. and 03:00 a.m., housing animals after the a.m. milking.

Supplementation was provided in the housing system after milking according to the
corresponding period: from March to October at 05:30 pm and from November to
April at 08:00 am.

When low pasture stock conditions were present, the cows were housed the entire day.
This occurred three times: from 04/11/19 to 04/21/19, from 06/06/19 to 06/19/19, and
12/19/19 to 01/01/2020. In this case, animals were fed a TMR divided into two daily
rations. During these periods, the animal management was the same for both
treatments, differing only the housing system.

Supplementation

The amount of supplement was adjusted according to pasture supply to ensure the
cows reached target milk production. TMR was composed of whole plant corn silage
or sorghum silage, pasture hay, soy husk, corn grain, wheat bran, soybean meal and
sunflower expeller. The average composition was 55.6% dry matter (DM), 16.0%
crude protein (CP), 40.7% neutral detergent fiber (NDF), 19.1% acid detergent fiber
(ADF), 14.9% crude protein (CP), 4.6% ether extract (EE), and 9.1% ash. The average
supplement consumption was 12.5 kg DM/cow/day for cows that calved in autumn
and 13.5 kg DM/cow/day for cows that calved in late winter.

Pastures

The grazing management was based on a high annual pasture stocking rate of 2.5
lactating cows (1500 kg LW) per hectare. Each treatment had independent plots of 4
forage resources of 3.2 ha each. The forage resources were: Ist-year pasture of
Medicago sativa and Dactylis glomerata, 2nd year Festuca arundinacea, 3rd year
Festuca arundinacea, and Lotus corniculatus, and annual grass of Avena sativa and
Lolium multiflorum in winter and Glycine max during summer. Grazing was carried
out in a weekly occupation of the plots. Pasture supply was adjusted weekly
considering the pasture growth rate, plant condition when grazing started (number of
leaves and/or nodes), and the forage stock in the grazing area (target: 1800 kg DM/ha).
The average pasture herbage mass for CB treatment in the autumn and winter months
was 2373 + 547 kg DM/ha and in spring-summer months 3426 + 759 kg DM/ha. For
OL treatment, pasture herbage mass in autumn-winter months was 2466 + 496 kg
DM/ha and in spring-summer months 3232 + 1067 kg DM/ha.

Measurements
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Udder hygiene score

Udder hygiene was scored using a scale of 1 to 4: (1) Completely free of or has very
little dirt, 2) Slightly dirty 3) Mostly covered in dirt, or 4) completely covered caked-
on dirt (Schreiner and Ruegg, 2002). Observations were always made by the same
person at the time of milking. The evaluations were carried out monthly as well as on
days after rainfall greater than 30 mm. This cut-off point was arbitrarily considered as
the minimum rainfall from which significant amounts of mud would be generated in
our region, determined in previous observations of the research group (unpublished
data).

SCC and IMI probability

Milk samples were collected during both daily milking to determine SCC weekly from
calving to 90 days in milk (DIM), biweekly from 91 to 180 DIM, and monthly from
181 to 300 DIM, using flow cytometry (Delta CombiScope™ FTIR 600 HP).

Somatic cell score (SCS) was calculated according to Shook et al. (2017):
SCS=log2(SCC/100,000)+3). To determine the monthly IMI, animals that had at least
one instance of SCC greater than 200.000 cells/mL in that month were considered
infected (Schukken et al., 2003).

Clinical mastitis determinations

During the milking routine, cases of clinical mastitis were detected through
forestripping, as well as through the monitoring of the SCC with a subsequent check
of the cow looking for clinical signs, according to Ruegg (2011). In both situations,
animals were checked by the technical team that carried out the records and obtained
milk samples from the affected quarter to carry out the corresponding culture and
antibiogram (NMC, 2004). The animals with mastitis were treated following a
previously stipulated antibiotic protocol or according to the antibiogram results.

Milk samples of affected quarters were taken in sterile flasks, stored at -20°C
(Gianneechini et al., 2002), and sent to the Northwest Regional Laboratory of
DILAVE, Paysandt, Uruguay. There, they were cultured on blood agar plates and
incubated at 37°C for 24-48 hours to determine the microorganisms causing the
disease (Gianneechini et al., 2002).

The incidence of clinical mastitis was calculated as the number of new cases (cows
presenting the disease for the first time) divided by the number of lactating animals in
each treatment per month (Ruegg, 2011). Cumulative incidence of clinical mastitis
was calculated as the total number of cows exhibiting mastitis for the entire lactation
divided by the number of lactating cows per treatment per 100.

Meteorological records
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Daily rainfall (mm) was recorded at the meteorological station located on the same site
where the experiment was carried out.

Compost bedded pack measurements

Weekly, temperature (°C) and moisture (%) of the compost bedded pack was measured
(Figure 1) at a depth of 20 cm (Leso et al., 2013).

Insert figure 1 here.
Statistical analysis

UHS was analyzed classifying the data into two categories "clean" (scores 1 and 2)
and "dirty" (scores 3 and 4) (Schreiner and Ruegg, 2003). For this analysis, a
generalized linear mixed model was used, for a binomial distribution variable
(GLIMMIX; SAS University Edition version 9.4, 2020). The fixed effects were the
treatment, date of observation of UHS, and the interaction between treatment and date
of observation, and the block was considered as a random effect. The effect of rainfall
(> 30 mm) on UHS was studied by contrast analysis, in which the observations after
the occurrence of rainfall were compared with the observations on days without
previous rainfall, differentially for each treatment. Additionally, the odds ratio (OR)
and its 95% CI were reported.

To determine the correlation between UHS and IMI and between UHS and SCS, the
closest measure of IMI or SCS after UHS observation (1 to 20 days; Schreiner and
Ruegg, 2003) was used, and the Spearman test was carried out.

The relative prevalence of IMI was analyzed using a generalized linear mixed model,
for a binomial distribution variable (GLIMMIX; SAS University Edition version 9.4,
2020), with fixed effects defined as treatment, month, and the interaction between
treatment and month, and the block with the animal nested as a random effect.

For the analysis of the monthly and cumulative incidence of clinical mastitis,
contingency tables were made, and it was analyzed by Fisher's exact test for binomial
variables. Besides, 95% confidence intervals were estimated by the Wilson Score
method.

These analyzes were performed for each calving season separately. For all analyzes, a
value of P<0.05 was considered as a significant effect and a tendency when
0.05<P<0.10.

The results of the bacterial cultures are presented as descriptive statistics according to
the calving season for both treatments and included samples of cases of clinical
mastitis (first or recurrent events) (Ruegg, 2011).

Results
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The UHS classified as “clean” and “dirty” had a treatment effect in both calving
seasons (P<0.0001). Regarding the cows calved in autumn, the OL presented 43.0%
of the cows classified as dirty, while in CB this value was 19.8% (OR= 3.6, CI 95%:
2.4-5.3; P<0.0001), on average for the entire lactation. For cows calved in late winter,
57.5% of the OL cows and 28.0% of the CB cows were classified as dirty (OR= 2.4,
CI 95%: 1.5-3.8; P<0.0001), on average for the entire experimental period.

There was an effect of the date of observation on the percentage of dirty cows calved
in autumn (P<0.0001). The observation of UHS made in May presented a higher
percentage of dirty cows compared to the first observation of April 2019, to the August
observation, and to the first October observation (P<0.05). Also, the first observation
carried out in November showed a higher percentage of dirty cows compared to the
August observation (P<0.05), without differences between the other observations. In
the late winter calving season, there was also an effect of the date of observation
(P=0.01). The second observation carried out in November showed a higher
percentage of dirty cows compared to the observations of August and February
(P<0.05), without differences between the other observations.

There was no effect of the interaction between treatment and date of observation on
the percentage of dirty cows calved in autumn (Figure 2-C). This interaction had a
significant effect on cows calved in late winter (P=0.03), where there was a higher
percentage of dirty cows in the OL compared to CB, during December and January
(Figure 2-B). Additionally, considering only CB calved in late winter, the differences
were given by a higher percentage of dirty cows in the second observation in
November, compared to the first observation carried out in August, the first
observation in October, and the observations of December, January, and February. The
first November observation of CB also had a higher percentage of dirty cows compared
to August, December, January, and February. The September observation and the
second observation in October of CB had a higher percentage of dirty cows compared
to February. Within OL, the first observation of January had a higher percentage of
dirty cows compared to those of August, September, October, the first of November,
and the February observation. Besides, the second observation made in November and
the December observation showed a higher percentage of dirty cows in OL compared
to those of August, September, and February. Finally, the second observation in
January in OL had a higher percentage of dirty cows than in August.

Rainfall greater than 30 mm only affected the percentage of dirty cows of OL calved
in autumn (P=0.05). There were 50.5% of dirty cows in the observations made after
rains, while, in the observations without previous rainfall, this percentage was 34.8%
(OR=1.85, C195%: 1.1-3.1; P=0.02). For CB calved in autumn and both treatments of
late winter calvings, there was no effect of rainfall on the percentage of dirty cows.

Insert figure 2 here.
The correlation between UHS and IMI was significant only for OL cows calved in

autumn (r=0.13; P=0.05). Also, there was a tendency of correlation between UHS and
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SCS in the OL in the same calving season (r=0.11; P=0.09). These correlations were
not significant in CB calved in autumn and both treatments of late winter calvings.

The prevalence of IMI was not affected by treatment (CB: 48.0% and OL: 36.3%),
month, or interaction between treatment and month for cows calved in autumn. For
cows calved in late winter, there was no effect of treatment on the prevalence of IMI
(CB: 35.6% and OL: 39.1), nor the interaction between treatment and month (P=0.57).
However, there was an effect of the month (P=0.01) for cows calved in late winter: the
prevalence of IMI was greater (P=0.02) in December (63.7 = 10.0%) than in August
(13.8 + 8.2%).

In either calving season, monthly and cumulative clinical mastitis incidence had no
significant differences between treatments. For CB cows calved in autumn, the
cumulative incidence of clinical mastitis in the whole lactation was 31% (95% CI: 14-
56%), and in OL cows was 53% (95% CI: 30-75%). For cows calved in late winter,
the cumulative incidence of clinical mastitis in CB was 54% (95% CI: 29-77%) and in
OL was 50% (95% CI: 27-73%) for OL.

Nineteen isolates were made for CB and 8 for OL cows calved in autumn, and 15
isolates for CB and 8 for OL cows calved in late winter. In OL, in both calving seasons,
the isolated bacteria were Escherichia coli and Streptococcus uberis, while in CB, in
addition to these bacteria, others such as Klebsiella pneumoniae, Streptococcus

dysgalactiae, Nocardia spp. and coagulase-negative Staphylococcus were isolated
(Table 1).

Insert table 1.
Discussion

The housing conditions in CB vs OL, in mixed feeding systems, affected the UHS
during both calving seasons. The higher UHS in OL than in CB agreed with the
literature that attributes it to muddy conditions of the environment (Chen et al., 2017;
Fisher et al., 2003) generated by trampling and animal excretions on the dirt floor, as
well as by exposure to rainfall (Sant’ Anna and Paranhos da Costa, 2011). This result
is in accordance with that reported by O’Driscoll et al. (2008b) and (Boyle et al., 2008),
who found higher dirtiness in the open lot when compared to free-stall, using dry cows
and heifers respectively. On the other hand, Sjostrom et al. (2019) found a higher UHS
in compost barn compared to open lot. However, these evaluations were in complete
confinement and were carried out only during the winter with the presence of snow
(Boyle et al., 2008; O’Driscoll et al., 2008b; Sjostrom et al., 2019). Besides, in
Sjostrom et al. (2019) wheat straw was used as bedding in the open lot.

Furthermore, when it rained more than 30 mm, the OL cows calved in autumn were
dirtier than days without previous rains. This may lead to think that weather conditions
during the autumn-winter period, with a delay in the ground drying process due to low
solar radiation (Laguarda et al., 2020) and ambient temperature (low evaporation),

68



contributed to the rains having this effect since the same was not observed in late
winter. This result highlights the fact that cows housed in OL are more exposed to
environmental conditions than cows housed in CB, and therefore OL cows are more
vulnerable in udder health to such conditions.

The interaction between treatment and date of observation visualized in late winter,
signified a higher UHS in OL compared to CB during December and January. This
could have been the result of some conditions given at that time, such as those caused
by the higher frequency of rains or complete confinement from December 19, 2019,
to January 1, 2020. Although there was no effect of the occurrence of rainfall on the
UHS in late winter, the sum of rains during several days in those months (Figure 12-
A), added to the trampling and a greater amount of excretions given the greater
permanence, could have increased the formation of mud in OL. This aspect could be
visualized in the interaction between OL and date of observation, where the days with
the higher percentages of dirty cows coincided with the higher frequency and
accumulated rainfall (Figure 2 - A and B). These results could indicate that more
intense use of this housing system, plus the weather conditions, could cause worse
results in terms of UHS. On the other hand, within CB calved in late winter, the highest
percentages of dirty cows were observed between September and November, and it is
noteworthy that in those months the moisture of the bedded pack was close to the upper
limit, and the temperature of the bedded pack was below or at the lower limit (Figure
1). This is in accordance with the literature that reported an association between
bedded pack parameters and the UHS (Black et al., 2013; Eckelkamp et al., 2016;
Féavero et al., 2015). Eckelkamp et al. (2016) found higher UHS in compost barn at
higher bedded pack moisture, which in turn, was associated with a lower barn
temperature. Black et al. (2013) also reported that the herd UHS was affected by
ambient temperature, bedded pack temperature measured at a depth of 20.3 c¢cm, and
the interaction between bedded pack moisture and ambient temperature. Therefore,
even with partial use in mixed systems, the management of the bedded pack and its
temperature and humidity parameters could have an impact on UHS.

The correlation between UHS and IMI, as well as the tendency of correlation between
UHS and SCS, were found only on OL calved in autumn, but despite being positive,
they presented a small magnitude. This magnitude of correlation coincides with
Reneau et al. (2005), who reported an association (R=0.15) between UHS and SCS for
dairy cows in complete confinement in free-stall. Additionally, in the present
experimental conditions, no significant differences were detected between treatments
in terms of IMI and the incidence of clinical mastitis. Therefore, the differences found
in UHS would not be explaining the results in terms of mastitis incidence. In this sense,
Ellis et al. (2007) found no effect of dirtiness on the incidence of clinical mastitis.
DeVries et al. (2012) found a higher dirtiness attributed to a lower frequency of barn
(free-stall) cleaning, but this was not associated with differences in the incidence of
clinical mastitis. Regarding more specifically to the types of housing studied in the
present work, Sjostrom et al. (2019) found a higher incidence of clinical mastitis in
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cows in compost barn compared to open lot during winter, without access to grazing.
On the other hand, in a survey of commercial dairy farms in Brazil with total
confinement in open lot systems that migrated to compost barn systems, no differences
were found in terms of SCC or treatment costs (Marcondes et al., 2020). As mentioned,
the management conditions of the cited works differ from the present one. We did not
find studies that evaluated the UHS and the incidence of mastitis in mixed systems,
using these types of housing and during the entire lactation. The differences in the
climate of the region in the present study and the use of housing for only half of the
day, during most of the year, could impact the results. The present results reaffirm the
complex and multifactorial character of this disease.

Another factor that could have an impact on the present results, such as the incidence
of mastitis, is the difference in the available area per animal in each housing. Some
studies report an association between a high stocking rate and a higher incidence of
mastitis (Blowey and Edmondson, 2000; Hogan and Smith, 2012). In this sense, it is
noteworthy that OL presented an area per animal more than 3 times greater than CB.
Also, the complete milking routine with the pre-dipping application could have
contributed to avoiding worse results in terms of mastitis in OL, considering the higher
UHS that the cows presented at the time of milking. In a study in grazing systems,
where the teats were relatively clean, the use of pre-dipping did not affect the incidence
of mastitis compared to when it was not used (Morton et al., 2014). However, others
indicate a decrease in teat bacterial load and therefore the probability of IMI after pre-
dipping in confined systems (Pankey et al., 1987; Smith and Hogan, 1993). Therefore,
the management adopted like available area per animal and milking routine could have
contributed to the absence of differences in the incidence of mastitis between
treatments.

The higher prevalence of IMI in December compared to August, for late winter, could
be associated with heat stress, as reported in the literature (Bouraoui et al., 2002;
Garcia et al., 2015; Summer et al., 2007). However, no differences were detected in
other months, or for cows calved in autumn that were lactating until January. Still, the
interaction between treatment and month did not affect the IMI, considering the
facilities in CB to mitigate heat stress, in contrast to the greater exposure to heat in
OL. Therefore, for these experimental conditions, we do not have sufficient evidence
that these results were reinforced by the effect of heat stress, and further studies would
be necessary.

Most of the pathogens isolated in the present work were environmental bacteria. The
literature reports that the S5-point mastitis control plan (Neave et al., 1969)
implemented in recent years has reduced transmission of contagious mastitis
(Hogeveen et al., 2011; LeBlanc et al., 2006; Ruegg and Pantoja, 2013). However, a
relative increase in the incidence of environmental mastitis has been observed
(Hogeveen et al., 2011; Klaas and Zadoks, 2018), and it has been attributed to changes
in management, housing, and herd size (Rowbotham and Ruegg, 2015; Ruegg, 2012;
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Ruegg and Pantoja, 2013). In this sense, although combined with grazing access, the
housing systems used could be associated with these results in the bacterial cultures.

Conclusions

The cows housed in OL presented a higher UHS compared to cows in CB in both
calving seasons. Besides, when it rained more than 30 mm, OL cows that calved in
autumn were dirtier than days without previous rains. Also, only for cows of OL that
calved in autumn, there was a correlation between UHS and IMI. However, no
differences in IMI and clinical mastitis were found between OL and CB cows, in either
calving season. Unlike the CB, the housing conditions in OL increased the risk of
poorer udder hygiene and udder health indicators in dairy cows under mixed systems.
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Figure 1. Average temperature (°C, A) and moisture (%, ®) of the compost bedded
pack measured at a depth of 20 cm during both calving seasons. The arrow indicates
the moment when the total bed material replacement occurred. The dashed straight
line indicates the minimum moisture recommended, the continuous straight lines
indicate the minimum temperature, and the maximum temperature and moisture
recommended

Figure 2. Percentage of dirty cows (UHS score 3 and 4) per date of observation, for
the compost barn (CB M) and open lot (OL [J), in autumn (C) and late winter calvings
(B), and daily and monthly accumulated rainfall (A) during the same period. Arrows
indicate post-rainfall observations. Asterisks indicate significant differences between
treatments within late winter (P=0.03)
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Table 1. Bacterial isolates from milk samples from individual quarters with clinical
mastitis from the compost barn (CB) and open lot (OL) treatment in autumn and late

winter calving seasons

Autumn Late winter
CB OL CB OL
Pathogen n (19) n (8) n (15) n (8)
Gram-negative
Escherichia coli 1 2 1 2
Klebsiella pneumoniae - - 2 -
Gram-positive
Streptococcus uberis 2 1 1 1
Streptococcus dysgalactiae 1 - - -
Nocardia spp. 1 - 1 -
Coagulase-negative Staphylococcus 2 - 2 -
No growth 11 4 7 5
Contaminated 1 1 1 -
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