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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue describir la incidencia de enfermedades de la vaca
lechera durante la lactancia temprana en sistemas pastoriles mixtos en Florida,
Uruguay. Ademas, se investigo si la paridad (primiparas PP vs multiparas MP) y el
tamanio de rodeo (<250 VM, tambos chicos, TCH vs >500 VM, tambos grandes, TG)
eran factores de riesgo para la presentacion de enfermedades. Se incluyeron 5375
partos de vacas Holstein (24,5 % PP) durante un afio en 13 predios comerciales (7
TCH y 6 TG). Los encargados de los tambos registraron eventos de salud acorde a
definiciones establecidas durante los primeros 90 dias en leche (DEL). En una
submuestra de 757 animales se tom6 una muestra de sangre y se registrd su
condicion corporal (CC) entre los dias 0 y 4 postparto. Para la incidencia de las
enfermedades se determind segun paridad y tamafio de rodeo usando procedimientos
FREQ de SAS y se analizd6 a través de regresion logistica multiple usando
procedimiento GLIMMIX de SAS, que incluy6 paridad y tamafio de rodeo en el
modelo; y para retencién de placenta-metritis incluyé ademas terneros nacidos
muertos y mellizos. El rodeo se consider6 como efecto aleatorio. El 36,5% de las
vacas monitoreadas tuvo al menos un evento clinico en sus primeros 90 DEL. La
incidencia de enfermedades fue 2,2%, 4,9%, 4,4%, 27,6% y 5,0% para parto de
mellizos, terneros nacidos muertos, retencion de placenta-metritis, mastitis clinica y
cojeras, respectivamente. En vacas PP, el nacimiento de terneros nacidos muertos fue
mayor que en MP, mientras que en las vacas MP fue mayor el nacimiento de
mellizos, retencion de placenta-metritis y mastitis. ElI tamafio de rodeo afectd la
mastitis y las cojeras, siendo mayor en TG. La retencion de placenta-metritis se vio
afectada por el nacimiento de terneros muertos y de mellizos. Esta es la primera
descripcion poblacional de patologias durante la lactancia temprana en rodeos
lecheros en nuestro pais y su asociacion con la paridad y tamafio de rodeo. En la
poblacién muestreada, el 79% presentd hipocalcemia subclinica (< 2,1 mmol/L) y
fue mayor en MP que en PP. El 48% de la poblacién presenté alta concentracion (>
0,6 mmol/L) de &cidos grasos de esterificados (AGNE) . La hipocalcemia subclinica
se asocio con altos niveles de AGNE y una relacién Ca:P menor a 1. La mastitis se
vio afectada por las concentraciones bajas de calcio, altas de AGNE y baja CC. La
asociacion entre la hipocalcemia subclinica con los altos niveles de AGNE, sugieren
que tanto el metabolismo energético como el del calcio estan interrelacionados y que
ambos influyen sobre el riesgo de mastitis en la lactancia temprana, aunque con
mayor impacto en las vacas primiparas.
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SUMMARY

This thesis aimed to describe the incidence of diseases in dairy cows during early
lactation in grazing systems in Florida, Uruguay. Also, to investigate if parity
(primiparous PP vs multiparous MP) and herd size (<250 cows, small herds, SDH vs
>500 cows, large herds, LDH) are risk factors for diseases. Holstein dairy cows
(n=5375, 24,5% PP) calving during a year in 13 dairy herds (7 SDH and 6 LDH)
were included. Herd managers recorded disease events according to established
definitions during 90 day in milk (DIM). In 757 cows a blood sample was taken and
BCS was registered between 0 and 4 days postpartum. Incidence of diseases were
described through descriptive statistics according to parity and herd size using FREQ
procedures of SAS. Data were analyzed by multivariate logistic regression using
GLIMMIX procedures of SAS. The model included parity and herd size; for retained
placenta-metritis the model also included stillbirth and twins. Farm was used as
random effect. 36.5% of the cows monitored had at least one clinical disease. In their
first 90 DIM, disease incidence were 2.2%, 4.9%, 4.4%, 27.6% and 5.0% for twin
birth, stillbirth, retained placenta-metritis, clinical mastitis and lameness,
respectively. In PP cows, stillbirth was higher than MP, while in MP was higher twin
birth, RP-metritis and mastitis. Herd size affected mastitis and lameness, being
higher in LDH. RP-metritis was affected by stillbirth and twin birth. This is the first
population description of pathologies during early lactation in dairy herds of our
country and its association with parity and herd size. In the sampled population, 79%
had subclinical hypocalcemia (< 2,1 mmol/L), higher in MP than PP. Besides, 48%
of the cows had high concentration (> 0,6 mmol/L) of non esterified fatty acids
(NEFA). Subclinical hypocalcemia was associated with high concentration of NEFA
and ratio Ca:P less than 1. Mastitis was affected by low concentration of calcium,
high NEFA concentration and low BCS. These findings suggest that energetic and
calcium metabolism are interrelated and both influence the risk of mastitis in early
lactation, although with greater impact on primiparous cows.
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ABREVIATURAS

AGNE: Acidos grasos no esterificados
BEN: Balance energético negativo
CC: Condicién corporal

DEL: Dias en leche

IA: Inseminacion artificial

MP: Multiparas

MS: Materia seca

OR: Odd ratio

PP: Primiparas

RP: Retencion de placenta

TCH: Tambos chicos

TG: Tambos grandes

13



Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5

Tabla 6

Tabla7

Tabla 8

Tabla9

Tabla 10

Tabla 11

LISTA DE TABLAS Y FIGURAS

Caracteristicas descriptivas de los 13 tambos en Florida, Uruguay
entre Marzo 2016 a Febrero 2017.

Estadistica descriptiva y variabilidad intra-rodeo de la incidencia de
caracteristicas de partos y de enfermedades de acuerdo a la paridad
(primiparas, PP vs multiparas, PP) en tambos de Florida, Uruguay
(n=13).

Estadistica descriptiva y variabilidad intra-rodeo de la incidencia de
caracteristicas de partos y de enfermedades de acuerdo al tamafio de
rodeo (<250 VM, tambos chicos, TCH vs > 500 VM, tambos grandes,
TG) en tambos de Florida, Uruguay (n=13).

Modelo de regresion logistica multivariado para retencion de placenta
- metritis en tambos de Florida, Uruguay (n=13).

Modelo de regresion logistica multivariado para mastitis clinica en
tambos de Florida, Uruguay (n=13).

Modelo de regresion logistica multivariado para cojeras en tambos de
Florida, Uruguay (n=13).

Caracteristicas del parto e incidencia de enfermedades postparto de la
cohorte de seguimiento intensivo segun paridad (primiparas, PP vs
multiparas, MP).

Caracteristicas del parto e incidencia de enfermedades postparto de la
cohorte de seguimiento intensivo segun tamafio de rodeo (<250 VM,
tambos chicos, TCH vs > 500 VM, tambos grandes, TG).

Estadistica descriptiva de la condicion corporal (CC), y de las
concentraciones de Calcio (Ca), Fosforo (P), Magnesio (Mg) y acidos
grasos no esterificados (AGNE) y relacion calcio-fésforo (Ca:P) al
parto (0-4 dias) de acuerdo a la paridad (primiparas, PP vs multiparas,
MP) de la cohorte intensiva.

Estadistica descriptiva de la condicion corporal (CC), y de las
concentraciones de Calcio (Ca), Fosforo (P), Magnesio (Mg) y acidos
grasos no esterificados (AGNE) y relacion calcio-fosforo (Ca:P) al
parto (0-4 dias) de acuerdo al tamafio de rodeo (<250 VM, tambos
chicos, TCH vs > 500 VM, tambos grandes, TG) de la cohorte
intensiva.

Proporcion de vacas con condicién corporal suboptima, hipocalcemia
subclinica, relaciones Ca:P anormales, concentraciones de &cidos
grasos no esterificados y fésforo altas y bajas de Magnesio acorde a la

14



Tabla 12

Tabla 13

Tabla 14

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

paridad (primiparas PP vs multiparas MP) en la cohorte de
seguimiento intensivo.

Proporcion de vacas con condicion corporal suboptima, hipocalcemia
subclinica, relaciones Ca/P anormales, concentraciones de &cidos
grasos no esterificados y fosforo altas y bajas de Magnesio acorde al
tamafio de rodeo (<250 VM, tambos chicos, TCH vs > 500 VM,
tambos grandes, TG) en la cohorte de seguimiento intensivo.

Modelo de regresion logistica multivariado para la hipocalcemia
subclinica en la cohorte de seguimiento intensivo.

Modelo de regresion logistica multivariado para mastitis clinica en la
cohorte de seguimiento intensivo.

Promedio mensual (=), minimo y maximo (--.) de precipitaciones en
los 13 predios durante el afio de estudio. La sombra gris son las
precipitaciones historicas entre los afios 1961-1990 (Inumet).

Distribucion mensual de los partos segun tamafio de rodeo (<250
VM, tambos chicos, TCH vs > 500 VM, tambos grandes, TG).
Distribucion mensual de los partos segln categoria animal
(primiparas, PP vs multiparas, MP).

Distribucion de casos sin discriminar el diagnostico, segun los dias
postparto.

Distribucion de los casos de mastitis, segun los dias postparto, de
acuerdo a la paridad (primiparas, PP vs multiparas, MP).

15



1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

En términos generales podemos considerar que el sistema de produccion lechera
predominante en Uruguay es pastoril con suplementacion (Artagaveytia, 2014). La
pastura es el alimento de menor costo (Chilibroste et al., 2010), pero el consumo de
materia seca (MS) en sistemas pastoriles es menor que un sistema de confinamiento,
por lo que no logran los altos niveles de produccion de éstos (Kolver y Miller,
1998). Segun estudios nacionales, se debe a que los animales bajo pastoreo se
encuentran con un desbalance, entre los requerimientos y la oferta de nutrientes, el
cual se intenta corregir a través de la suplementacion con reservas forrajeras y
concentrados (Chilibroste et al., 2011). Esto da lugar a sistemas mas complejos en
cuanto al manejo de los alimentos e infraestructura ademas de una menor proporcion
de pastoreo directo (Chilibroste et al., 2011; Artagaveytia, 2014). Asimismo, en una
década, se mejord el nivel de produccion individual (21% entre 2008 y 2017), que en
conjunto con el aumento de la carga (DIEA, 2018), permitieron que el pais tenga un
crecimiento productivo constante. Sin embargo, este crecimiento se dio con una
persistente caida del nimero de remitentes a planta, (19% desde el 2009) (DIEA,
2018), concomitantemente con un aumento en la escala de los tambos (nimero de
vacas en ordefie, DIEA, 2017).

Cabe mencionar también, que en estos ultimos afios, el sector lechero nacional
atraviesa una situacion desfavorable (bajos precios, condiciones climaticas adversas,
aumento de los costos de produccion, DIEA, 2016). Como pais netamente
exportador, para continuar siendo competitivos a nivel internacional, los sistemas
lecheros tienen como desafio mejorar la eficiencia, tanto en aspectos relacionados
con la produccion de solidos en cantidad y calidad, bienestar animal, salud y
reproduccion, como también controlar los diferentes costos del sistema productivo
(Chilibroste, 2015). Los componentes de costos mas importantes de los
establecimientos lecheros son, la alimentacion de la vaca en produccion, los
derivados del proceso de reposicion y el costo de la mano de obra (Ribeiro et al.,
2012; Heinrichs et al., 2016). Por otro lado, existen costos, llamados "ocultos” los
cuales son dificiles de cuantificar, porque se refieren a las pérdidas producidas por
los problemas de salud, bienestar animal y reproduccién. En nuestro pais,
desconocemos la magnitud de las pérdidas acorde a estos factores.

Por otro lado, a nivel de la vaca lechera, para conseguir una lactancia optima y
eficiente, se debe tener en cuenta que la misma inicia en la lactancia previa, y es
especialmente importante en el periodo de transicion, el cual se define como el lapso
comprendido entre las tres semanas previas y las tres posteriores al parto (Goff y
Horst, 1997). Es en dicho periodo en que la vaca lechera experimenta una
disminucion en el consumo de MS, més dramatico durante las Gltimas semanas
preparto, y que persiste hasta el posparto temprano (Grummer, 1995). Al mismo
tiempo, aumentan los requerimientos, que comienzan por el crecimiento fetal y
calostro génesis en el preparto, y que luego se acentlan con el aumento subito y
marcado de la produccién de leche luego del parto (Drackley, 1999). El ingreso de
nutrientes por la ingesta no logra compensar dicha exigencia, por lo que la vaca entra
en balance energético negativo (BEN) (Drackley, 1999). En consecuencia, debe
movilizar sus reservas corporales, las cuales pueden llegar a ser mas del 60% de su
grasa corporal (Tamminga et al., 1997), para adaptarse metabdlicamente a la gran
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demanda de leche (Chilliard, 1999; Grummer et al., 2004). Las vacas experimentan
dicho BEN con pérdida de su condicién corporal (CC), por lo que es importante que
Ileguen al parto con un estado corporal 6ptimo para una buena produccion de leche y
evitar enfermedades, ademas de no afectar su posterior fertilidad (Ingvartsen, 2006;
Risco y Meléndez, 2011). Un exceso en las reservas de tejido adiposo, es decir vacas
gordas (> 3,5, en una escala de 5 puntos segun Ferguson et al., 1994) pueden llegar a
disminuir ain mas su consumo de MS (Roche et al., 2009), por lo que movilizan
excesivamente sus reservas corporales, lo que se relaciona con una mayor incidencia
de enfermedades (Drackley, 1999), principalmente de cetosis e higado graso
(Grummer, 1995; Ingvartsen y Andersen, 2000). Segun Roche et al. (2007; 2013), la
CC Odptima al parto se encuentra entre 3 y 3,5 para asi minimizar el riesgo de los
problemas de salud alrededor del parto y maximizar la produccién de leche,
respectivamente.

Dicha movilizacién grasa se manifiesta con una pronunciada elevacion de los acidos
grasos no esterificados (AGNE) en sangre (Ingvartsen y Andersen, 2000; Meikle et
al., 2004). Por lo tanto, los AGNE comienzan a aumentar 2 a 3 semanas antes del
parto y alcanzan un maximo en el parto o durante la primera semana de lactancia en
apoyo de la misma (Ingvartsen y Andersen, 2000). Si bien cierta concentracion de
AGNE en sangre es normal como parte de la adaptacion al BEN, niveles altos de los
mismos indican un BEN excesivo lo cual se asocia con un detrimento concomitante
de la salud y la produccion (McArt et al., 2013). Tal es asi, que muchos
investigadores determinaron valores de referencia para la concentracion de AGNE
medidos en el preparto y en el posparto para identificar aquellas vacas con mayor
riesgo de tener problemas de salud como desplazamiento de abomaso, retencion de
placenta (RP), metritis, cetosis clinica y mastitis (LeBlanc et al., 2005; Mulligan y
Doherty, 2008; Meléndez et al., 2009; Ospina et al., 2010; Chapinal et al., 2011; Seifi
etal., 2011)

A su vez, dicha adaptacién es diferente de acuerdo a la paridad. En nuestro pais, se
ha reportado que las primiparas (PP) experimentan una mayor pérdida de CC, lo que
refleja un mayor BEN, y con recuperacion mas lenta, que las vacas multiparas (MP)
(Meikle et al., 2004; Cavestany et al., 2005; Adrien et al., 2012). El BEN es maés
critico en las PP porque estos animales estdn todavia en crecimiento,
simultaneamente con la produccion de leche y un menor consumo de MS que las MP
(Ingvarsten y Andersen, 2000; Grummer et al., 2004). Por el contrario, se ha
reportado en sistemas de confinamiento que las vacas PP presentan menores niveles
de AGNE, asociado a que tienen menor produccion de leche y mejor particion de
nutrientes (Wathes et al., 2007). Esta disparidad en los reportes puede asociarse al
manejo especifico de la categoria. Las vacas PP sufren especialmente el estrés
causado por el primer parto, el cambio de las demandas metabdlicas, asi como
nuevos manejos que atraviesan, como la introduccion a la sala de ordefio y cambios
en la dieta, sumado al efecto de la dominancia que ejercen las vacas adultas sobre las
mas jovenes (Grant y Albright, 2001; Eicher et al., 2007).

Asimismo, previo al parto comienza a deprimirse el sistema inmune, lo que puede
estar implicado en la etiologia y el establecimiento de infecciones mas severas y
mayores reacciones inflamatorias (Wells et al., 1977; Detilleux et al., 1995; Goff y
Horst, 1997; Overton y Waldron, 2004). Este aumento de susceptibilidad a las
enfermedades es debido a que la funcion inmune se ve afectada (Wells et al., 1977;
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Detilleux et al., 1995; Goff y Horst, 1997). Principalmente los neutréfilos, células
esenciales en el rol de defensa contra patdgenos, por ejemplo en enfermedades como
mastitis e infecciones uterinas (Hammon y Goff, 2006; Graugnard et al., 2012).
Ademas, una concentracion elevada de AGNE puede perjudicar la funcion inmune,
dafando la habilidad bactericida de los polimorfonucleares e inhibicion de la
proliferacion y secrecion de interferon gamma por parte de las células mononucleares
(Hammon et al., 2006; Ster et al.,2012).

Por lo tanto, el periodo de transicién es el momento de mayor riesgo para la vaca
lechera de sufrir algun evento de salud. LeBlanc (2010) reporté que entre un 30 y
50% de las vacas lecheras se enferman, principalmente dentro de los primeros 10
dias posparto (LeBlanc et al., 2006). La informacion en salud de rodeos lecheros se
ha generado principalmente en sistemas en confinamiento. Los estudios que
compararon dichos sistemas con lo de pastoreo, reportan que los Gltimos presentan
menos problemas de salud (Goldberg et al., 1992; Washburn et al., 2002). Sin
embargo, Sepulveda et al. (2015) en Chile, reportaron una alta incidencia de
enfermedades en sistemas bajo pastoreo. Esto es relevante, ya que si bien la imagen
de las vacas en pastoreo para el consumidor esta asociada con el bienestar animal
(Verkerk y Hemsworth, 2010), hay una tendencia confirmada de aumentar el nimero
de vacas por tambo, en todas las industrias lacteas (Robbins et al., 2016). Ademas,
Beggs et al. (2015) reportan que aumentar el tamafio de rodeo en sistemas pastoriles,
aumenta el tiempo de ordefio, el tiempo fuera de la parcela y las distancias
recorridas, factores que pueden reducir el bienestar animal a menos que se
implementen practicas especificas de manejo (Verkerk y Hemsworth, 2010).

La hipocalcemia puerperal, cetosis, desplazamiento de abomaso, RP, metritis,
mastitis y afecciones podales son las principales desordenes relacionados al periparto
(Goff y Horst 1997; Ingvartsen, 2006; LeBlanc et al.,, 2006). Ademas, dichas
enfermedades estan asociadas entre si, por ejemplo, las vacas con parto de un ternero
muerto tienen mayor riesgo de RP y metritis, y las vacas con hipocalcemia clinica
tienen mas riesgo de desplazamiento de abomaso y cetosis (Curtis et al., 1983;
Oltenacu et al., 1990; Correa et al., 1993).

Hipocalcemia

La hipocalcemia clinica ocurre dentro de las 48-72 horas posparto (Kavitha et al.,
2014). La calcemia normal de los bovinos se mantiene entre 2,1 y 2,5 mmol/L (Goff,
2008), sin embargo, LeBlanc (2014), utiliza como valor de referencia 2,2 mmol/L
para establecer la hipocalcemia subclinica. En un estudio realizado en Chile, en
sistemas pastoriles, Sepulveda et al. (2015) reportaron una incidencia de
hipocalcemia clinica de 4,2% y de 20% de hipocalcemia subclinica. Mientras que en
Nueva Zelanda se reportdé un 2% de incidencia para hipocalcemia clinica
(McDougall, 2001) y 40% de hipocalcemia subclinica (Roche et al., 2002). Si bien
en Uruguay, no se ha determinado prevalencia de hipocalcemia subclinica, un
estudio en un establecimiento lechero, reportd la media de la calcemia al parto de
1,81 mmol/l (1,51-2,12 mmol/l) (Albornoz, 2006). Existen diferentes factores de
riesgo para esta enfermedad, entre ellos se encuentra la paridad donde las vacas MP
tienen mas riesgo de tener hipocalcemia tanto clinica como subclinica (Reinhardt et
al., 2011; Ruprechter et al., 2018). Por ejemplo, Reinhardt et al. (2011) reportaron
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que un 25% de las PP y entre un 41-54% de las MP, presentaron hipocalcemia
subclinica medido dentro de las 48 horas posparto. Otro factor de riesgo es la
hipomagnesemia ya que afecta a la parathormona, al igual que un exceso en los
niveles de fosforo, que puede inhibir indirectamente la absorcion de calcio en el
intestino (Mulligan y Doherty, 2008; Goff, 2014). Otros factores de riesgo son la
raza, siendo la Jersey maés susceptible, la CC siendo las vacas de mayor CC las de
mayor riesgo (Houe et al., 2001) y el nivel de produccion por mayor pérdida de
calcio por la leche y calostro (Kavitha et al., 2014). A su vez, se menciona que tanto
la hipocalcemia clinica como la subclinica son una enfermedad de "entrada™ ya que
puede reducir la productividad de la consiguiente lactancia y se aumenta el riesgo de
sufrir otros desordenes del periparto (Goff, 2008; Mulligan y Doherty, 2008;
Venjakob et al., 2017). Por un lado perjudica a las células del sistema inmune
(Kimura et al., 2006) y por otro produce una pérdida de tono muscular en el Gtero y
en el esfinter de la pezdn después del ordefio aumentando el riesgo de mastitis,
prolapso de Utero y metritis (Curtis et al., 1983; Mulligan y Doherty, 2008).
Disminuye el consumo de MS por lo que tienen méas probabilidad de sufrir cetosis
(Goff y Horst, 1997) y disminuye la motilidad ruminal, lo que favorece la
presentacion de desplazamiento de abomaso (Goff, 2008). Asi como también puede
estar asociada a desordenes reproductivos e indirectamente podria aumentar el riesgo
de descarte (Erb et al., 1985; Stevenson y Call, 1988; Caiexeta et al., 2017).

Retencion de placenta y Metritis

En cuanto a la RP, es una de las enfermedades posparto méas comunes del ganado
lechero (Iwersen y Drillich, 2015). Emanuelson y Oltenacu (1998) determinaron la
prevalencia de RP entre 3 a 15%, mientras que McDougall (2001) reporté un
prevalencia de 2% en Nueva Zelanda. Su incidencia incrementa a causa de abortos,
nacimiento de ternero muerto, parto prematuro, parto de mellizos, distocia (Joosten
et al., 1987), e hipocalcemia clinica en el periparto (Erb et al., 1985). Ademas, las
vacas MP tienen mas riesgo de RP que las PP (Daros et al., 2017). Se ha descripto
que una baja CC al secado y aquellas vacas que pierden CC durante el periodo seco
tienen mayor riesgo de RP (Markusfeld et al., 1997). Ademas es un factor de riesgo
en si mismo para metritis y endometritis, desplazamiento de abomaso y mastitis
(Grohn et al., 1989; Oltenacu et al., 1990; LeBlanc, 2008). Esta patologia contribuye
al aumento de los dias al primer servicio y dias desde el servicio a la concepcion,
menor porcentaje de prefiez y disminucién de la produccién de leche (Rajala y
Grohn, 1998; Maizon et al., 2004; Dubuc et al., 2011). La metritis se define como la
inflamacién del utero que resulta en signos sistémicos de enfermedad lo cual incluye
fiebre, descarga uterina fétida de color marrén rojizo, depresion, frecuencia cardiaca
elevada y disminucion de la produccion de leche (Sheldon et al., 2006), que ocurre
en la primer semana posparto (LeBlanc, 2008). La incidencia es muy variable, en
general se reporta entre 15 y 20% (Gilbert, 2016) pero puede llegar a 40%
(Stevenson, 2000; Sepulveda et al., 2015). Dicha variabilidad se debe principalmente
a la inconsistencia en el diagndstico en cada investigacion y a la falta de definicién
clara de la enfermedad en la literatura (LeBlanc et al., 2002). El riesgo de contraer
metritis aumenta con la RP, complicaciones obstétricas, y parto de mellizos y es mas
comun en vacas con alta y muy baja CC (Gilbert, 2016). De acuerdo con Sepulveda y
Wittwer (2007), al contrario que en RP, las vacas PP tienen mayor riesgo de sufrir
metritis que las vacas MP. A su vez, aquellas vacas que experimentan esta
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enfermedad tienen mayor riesgo de tener otras afecciones como mastitis (Schukken,
1989; Schukken et al., 1989), endometritis, ovarios quisticos e incluso aborto
posterior (Grohn et al., 1990; Grohn y Rajala-Schultz, 2000) y aumentan el riesgo de
desplazamiento de abomaso (Gilbert, 2016). El efecto negativo de las enfermedades
uterinas, en la economia de los tambos se debe a la disminucion de la produccion de
leche tanto en vacas MP como PP (Rajala y Grohn, 1998; Dubuc et al., 2011);
disminucion de la fertilidad (Giuliodori et al., 2013) y también mayor riesgo de
sacrificio (Hayes et al., 2012).

Mastitis clinica

En cuanto a mastitis clinica, Ruegg (2003), considera como meta para la incidencia,
2 casos nuevos por cada 100 vacas en ordefie al mes (<24% de vacas afectadas por
afio). En Uruguay, la incidencia de casos de mastitis clinica se determin6 en 11,8
casos cada 100 vaca-afio en riesgo (Gianneechini et al., 2014). Compton et al. (2007)
reportaron factores de riesgo asociados a la mastitis clinica en vaquillonas bajo
pastoreo, entre los que se destacan, infeccion intramamaria preparto, la raza Holstein,
la baja altura minima de los pezones por encima del suelo, el edema de ubre, y baja
concentracion sérica de AGNE posparto. La paridad es un factor de riesgo ya que las
vacas MP tienen mayor probabilidad de tener mastitis clinica que las PP, por mayor
produccién de leche y mayor tiempo de exposicion a patogenos (Petrosvski et al.,
2009; Richardet et al., 2016). A su vez se ha reportado que a mayor tamafio de rodeo
mayor riesgo de mastitis y mas recuento de células somaticas en tanque debido a,
mayor tasa de infeccidén por haber mas cantidad de vacas reservorio (Bartlett et al.,
1992; McDougall, 2003; Parker et al., 2007). Ademas se reporta que en rodeos
grandes hay mayor exposicion a patdgenos ambientales por mayor densidad de
poblacién y mas tiempo en lugares de alta concentracion de animales como areas de
alimentacion y el preparto donde a veces la higiene es dificil de manejar en sistemas
pastoriles (Parker et al., 2007). En concordancia con lo reportado por Ruegg (2009),
donde la humedad, el barro y el estiércol en areas como las de alojamiento, pasturas
0 caminos, suelen ser los reservorios primarios para los patdgenos de la mastitis
ambiental. EI momento de mayor riesgo para el desarrollo de infecciones mamaria
por estos microorganismos es el comienzo y el final del periodo seco (Ruegg, 2003).
La mastitis clinica es una de las enfermedades mas importantes y caras de las vacas
lecheras (Risco y Meléndez, 2011, Richardet et al., 2016). Tiene un impacto negativo
en la produccién y calidad de la leche, la reproduccion y la longevidad de los
animales (Oltenacu y Ekesbo, 1994; Santos et al., 2004).

Cojeras

Las afecciones podales, tienen un efecto perjudicial en la productividad del rodeo,
ademas de comprometer el bienestar animal y la fertilidad (Lucey et al., 1986;
Rajala-Schultz et al., 1999; Warnick et al., 2001; Flor y Tadich 2008). Las pérdidas
econdmicas se relacionan con la menor produccion de leche (Warnick et al., 2001),
menor probabilidad de prefiez y menor fertilidad (Meléndez et al., 2003), mas
probabilidad de morir o ser descartada (Machado et al.,, 2010) y el costo del
tratamiento (Cha et al., 2010). En Uruguay, Freire y Ramos (2005) mencionan una
incidencia anual de entre 1,4% al 2,1% del total de las vacas en ordefie, ademas de
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afectar en mayor medida a las vacas PP (Ramos y Freire, 2006). Los factores de
riesgo asociados a rengueras descritos, incluyen tanto aquellos de naturaleza
ambiental (clima, suelo, barro, etc), donde el periodo méas vulnerable es despues de
los periodos de lluvias fuertes debido a que suaviza y desgasta la pezufia (Chesterton,
2006). De hecho, en Uruguay, Freire y Ramos (2005) informaron que la temporada
de lluvias (otofio e invierno) se asocia a mas vacas rengas. Por otra parte, el tamafio
de rodeo se ha reportado como factor de riesgo para las afecciones podales, debido a
mayores distancias a caminar, que combinadas con superficies duras, puede
convertirse en una causa significativa de rengueras (Chesterton, 2006; Flor y Tadich,
2008). Més aun, las cojeras en los sistemas bajo pastoreo, estd muy influenciada por
las instalaciones y el manejo (Chesterton, 2006). Dos causas de cojeras son los
caminos mal mantenidos y el manejo impaciente del rodeo en ordefie en caminos y
en el corral de espera (Sauter-Louis et al., 2004; Chesterton, 2006). También se ha
sefialado a la nutricion, debido al exceso de carbohidratos solubles y proteina o la
inadecuada relacion fibra/concentrado, carencia de fibra efectiva y cambios bruscos
de alimentacion (Ramos, 2006). Ademas, el biotipo animal es un factor importante
ya que las vacas de mayor peso y tamafio son menos longevas siendo las patologias
podales la principal causa de eliminacion (Hansen et al., 1998). Segun el sistema de
score de Sprecher et al. (1997), vacas con una puntuacion promedio > 2 aumentan los
intervalos desde el parto hasta el primer servicio y la concepcion, también requeririan
mayor cantidad de servicios por prefiez y serian 8,4 veces mas propensas a ser
descartadas.
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2. CARACTERIZACION DEL PROBLEMA

En las dltimas décadas ha existido una seleccion genética intensa en vacas Holando
para el aumento en la produccion de leche individual, la que ha sido acompafiada por
un aumento concomitante de los problemas de salud (Miglior et al., 2017). Esto se
traduce en pérdidas econdmicas debido a la disminucion en cantidad y calidad de
leche y por el aumento de los costos asociados con los tratamientos veterinarios y los
animales de reemplazo (Ingvartsen, 2006; Mulligan y Doherty, 2008; Miglior et al.,
2017). Se ha reportado que aproximadamente entre un 30 y un 50% de las vacas
lecheras sufren algin tipo de enfermedad durante su lactancia en sistemas de
produccién estabulados (LeBlanc, 2010). La hipocalcemia, cetosis, RP, metritis,
mastitis y cojeras son las principales afecciones en rodeos lecheros (Goff y Horst,
1997; LeBlanc et al., 2006). Si bien en nuestro pais existe informacion relacionada a
enfermedades posparto, han sido trabajos que han estudiado una sola enfermedad
(hipocalcemia subclinica, cojeras, mastitis,) (Albornoz, 2006; Ramos y Freire, 2006;
Giannechini et al., 2014). El periodo de mayor riesgo de las enfermedades ocurre en
el periodo de transicion (Ingversten, 2006). Durante este periodo, la vaca lechera
disminuye su consumo de MS, moviliza sus reservas y pierde CC a favor de la
produccién de leche y entra en un estado de BEN (Grummer, 1995; Chilliard, 1999;
Drackley, 1999).

La adaptacion metabolica en dicho periodo difiere de acuerdo a la paridad. Los
animales jovenes tienen mayores exigencias porque contindan su crecimiento
sumado a la produccién de leche, ademas del menor consumo de MS que las adultas
(Ingvarsten y Andersen, 2000; Grummer et al., 2004). Ademas, se debe tener en
cuenta, que estos animales tienen el estrés adicional de experimentar por primera vez
el parto y la sala de ordefio, los cambios en la dieta asociados a la lactancia y el
efecto de la dominancia que ejercen las vacas adultas sobre las méas jévenes cuando
son manejadas de forma conjunta (Eicher et al., 2007; Grant y Albright, 2001). Se ha
reportado que las vacas MP tienen mayor chance de presentar hipocalcemia tanto
clinica como subclinica ademas de mastitis (Reinhardt et al., 2011; Richardet et al.
2016). Sin embargo, la mayoria de estos reportes son en sistemas de estabulacion,
siendo muy escasa la informacion en sistemas pastoriles de produccion e inexistente
en nuestro pais.

Las vacas en sistemas pastoriles tienen un consumo de MS menor que en
confinamiento y no logran alcanzar su potencial genético para la produccién de leche
(Kolver y Muller, 1998). Nuestros sistemas productivos son pastoriles mixtos ya que,
debido a las fluctuaciones de disponibilidad de forraje en las diferentes épocas del
afio, se lo intenta corregir a través de la suplementacion con reservas forrajeras y
concentrados, lo cual da lugar a sistemas mas complejos en cuanto al manejo de los
alimentos e infraestructura (Chilibroste et al., 2011; Aguerre et al., 2017). EI manejo
animal es muy diferente a los estabulados, por lo tanto, los factores de riesgo que los
afectan también pueden diferir (Compton et al., 2007). Las condiciones climaticas
(lluvias abundantes, estrés calorico), las exigencias de caminatas entre las parcelas y
el ordefie, ademas de los largos periodos que las vacas permanecen sobre el cemento
de la sala de espera pueden comprometer la salud (Meikle et al., 2013). Ademas, se
debe tener en cuenta que Uruguay ha acompafiado a la tendencia mundial del
aumento de la escala de los tambos, los cuales podrian estar mas expuestos a los
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factores de riesgo que desencadenan varias enfermedades y afectan el bienestar
animal.

Por lo tanto, es de importancia generar conocimiento original en salud, en nuestros
sistemas de produccion y aportar informacion respecto a la frecuencia de
enfermedades del periparto en vacas lecheras, enfatizando en algunos factores de
riesgo tales como categoria animal y tamafio de rodeo. Ademas el estudio de
indicadores como CC, AGNE vy calcio y su relacion con las enfermedades del
periparto puede facilitar la comprension entre el metabolismo y la salud.
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3. HIPOTESIS

La incidencia de enfermedades durante los primeros 90 dias postparto, depende de la
categoria animal y del tamafio del rodeo.

La condicién corporal y las concentraciones de calcio y acidos grasos no
esterificados al parto, estdn asociados con la incidencia de enfermedades en la
lactancia temprana.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Contribuir al entendimiento de la magnitud y variacion en la presentacion de los
diferentes eventos de salud en vacas lecheras de rodeos comerciales manejados bajo
un sistema de alimentacion pastoril mixto.

4.2. Objetivos especificos

1) Describir la incidencia de enfermedades durante la lactancia temprana, evaluando
como varia acorde a la paridad (primiparas vs multiparas) y el tamafio de rodeo
(rodeos chicos vs grandes).

2) Examinar la interrelacion entre los principales eventos de salud en el transcurso de
los primeros 90 dias posparto.

3) Evaluar la asociacion de la CC y las concentraciones de calcio y AGNE al parto,
sobre la presentacion de enfermedades durante la lactancia temprana.
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5. MATERIALES Y METODOS

El protocolo experimental fue evaluado y aprobado por el Comité Honorario para la
Experimentacion Animal en Uruguay (CHEA - UdelaR, Montevideo, Uruguay).

5.1. Seleccién de los tambos

Se realiz6 un estudio de cohorte prospectivo en 13 predios lecheros comerciales
ubicados en un radio de 40 km de la ciudad de Florida, Uruguay (34 °05'Sy 56 ° 12'
W). Los tambos se seleccionaron por conveniencia: de acuerdo a si estaban bajo
asesoramiento agronomico Yy veterinario, ademas si poseian buenos registros
reproductivos y productivos de los animales. Siete de los predios (1-7) eran tambos
chicos (TCH) y promediaron en tamafio de rodeo (X£SD) 144 (+ 56) vacas. El resto
(8-13), eran tambos grandes (TG) con un tamafio de rodeo promedio de 830 (+ 239)
vacas. Los predios fueron visitados cada 20 dias por el mismo tesista, momento en el
que se recolectaban los datos. La informacion descriptiva de los tambos se presenta
en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas descriptivas de los 13 tambos en Florida, Uruguay entre
Marzo 2016 a Febrero 2017

Vacas  Vaca Lt/vaca Trabajador/  Kgconc  Kg reserva
Tambo PP/MP /Ha /dia  VO/VM 100vacas /vaca/dia /vaca/dia
1 31/66 1,0 22 0,86 3,1 5,2 9,0
2 18/68 1,2 18 0,82 1,2 3,8 8,0
3 33/66 1,0 22 0,87 1,8 7,0 8,0
4 45/130 14 21 0,86 1,6 6,3 8,3
5 38/69 1,4 21 0,82 2,8 4,0 9,0
6 60/94 0,7 12 0,73 2,4 3,0 10,5
7 0/221 1,2 29 0,89 1,8 7,5 10,3
8 0/868 11 21 0,82 1,3 8,4 4,6
9 393/594 1,1 19 0,88 1,8 9,0 4,5
10  127/300 1,3 22 0,77 2,7 8,0 7,0
11 198/570 1,7 23 0,76 1,3 6,6 6,1
12 171/660 1,4 23 0,82 1,5 8,0 12,4
13 202/353 11 18 0,80 1,6 6,0 11,0

PP= Primiparas

MP= Multiparas

Lt/vaca/dia= Promedio litros/vaca/dia

Kg Conc/vaca/dia= Promedio en el afio de Kg de materia seca ofrecida como
concentrado/vaca/dia

Kg reservivaca/dia = Promedio en el afio de Kg de materia seca ofrecida como forraje
conservado/vaca/dia

5.2. Manejo de la alimentacion

Todos los predios eran de pastoreo mixto, es decir, las vacas pastorearon todo el afio
y, para complementar el pasto, eran suplementadas con concentrado a base de grano
y forraje conservado (ensilaje, fardos o silopacks). El promedio de Kg de MS
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ofrecida a lo largo del afio en cada uno de los predios se muestra en la tabla 1. La
suplementacion vario acorde al déficit de pastura, especialmente la de los forrajes
conservados. Respecto al lugar donde los animales recibian el concentrado, todos los
TCH y los tambos 8, 9 y 13 de los TG se alimentaron dentro de la sala de ordefie.
Los otros TG (tambos 10, 11 y 12) suplementaron exclusivamente como racion
parcialmente mezclada en comederos fuera de la sala de ordefie.

5.3 Manejo reproductivo

Los TCH tuvieron partos durante todo el afio, mientras que los TG tuvieron partos
estacionales (6 a 9 meses), excepto en el caso del tambo 9, que tuvo partos de forma
biestacional (otofio y primavera). Todos los predios usaron inseminacion artificial
(IA) con deteccion de celo, pero los predios 8, 10 y 11 (TG) también usaron IA a
tiempo fijo al comienzo del periodo de servicio. Los tambos 1, 3, 5, 7 y 12 usaron
exclusivamente 1A mientras que el resto de los tambos usaron el uso combinado de
IA y toro. La mediana y media (+ S.D.) de los dias posparto a la primera 1A fueron
83 y 103,7 (x 79,1) dias respectivamente. La mediana y media (£ S.D.) para los dias
posparto a la concepcion fueron 112 y 145,6 (+ 99,4) dias respectivamente.

5.4 Manejo de la salud

El primer dia de la visita a los tambos, se pregunté a los propietarios sobre el manejo
de la salud de sus animales. Se recopil6 informacion sobre las vacunas, la
desparasitacion, el aporte de minerales y vitaminas en vacas lecheras y el uso de
sales anidnicas en vacas preparto. Todos los tambos desparasitan y vacunan contra
enfermedades reproductivas y clostridiales. Los tambos 7, 8, 9, 10, 11 y 12 vacunan
contra enfermedades respiratorias y diarrea. Exceptuando el tambo 6 (TCH), el resto
utiliza sales anionicas en el preparto. Ademas exceptuando tambos 3 y 4, el resto
utilizan suplementos minerales y vitaminicos en forma de sales.

Con respecto a la prevencion de la mastitis, todos los tambos utilizan tratamiento de
secado con antibioticos, y excepto por el tambo 6, todos los predios desinfectan los
pezones después del ordefie. Solo los tambos 5, 8 y 9 utilizan desinfeccién previa al
ordefie y los predios 2, 5, 7, 9, 10, 11 y 13 descartan los primeros chorros de leche al
comienzo del ordefie. Todos los TG y tambo 7 (TCH) tenian un protocolo para
tratamiento con antibidticos de las vacas con mastitis clinica y los tambos 8, 12 y 13
tenian un veterinario especializado en mastitis.

5.5 Disefio del estudio y registro de enfermedades

Se evaluaron 5375 vacas lecheras Holstein (1316 PP y 4059 MP) que parieron entre
el 1° de Marzo de 2016 y el 1° de Marzo de 2017. Se registro la paridad (PP o MP),
produccion de leche en los primeros 90 dias postparto, fecha y descripcion de los
partos (sexo del ternero, nacido vivo o muerto, simple o mellizos), eventos de
enfermedades (durante los primeros 90 dias posparto). Los encargados de los rodeos
recibieron instrucciones de registrar solo los eventos de enfermedad, descritos mas
adelante. En la primer visita a cada predio, se explico claramente la definicion de
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cada enfermedad ademas de dejar una cartilla con dichas definiciones escritas en el
lugar de trabajo.

Las definiciones de las enfermedades fueron las siguientes:

Mortalidad perinatal: se defini6 como todo ternero nacido muerto o un ternero que
murié dentro de las primeras 24 h posteriores al nacimiento (Juozaitiene et al., 2017).

Retencion de placenta y metritis: se consider6 como un sindrome, una Unica
enfermedad uterina, y se definid RP como todas aquellas vacas tratadas por falta de
expulsion de la placenta dentro de las 24 h posteriores al parto (LeBlanc, 2008) y/o
tratadas por metritis definida como un animal con una descarga uterina fétida de
color marrén rojizo, asociados con signos de enfermedad sistémica (disminucién de
la produccion de leche, depresion u otros signos de toxemia) y fiebre > 39.5 °C
(Sheldon et al., 2006).

Hipocalcemia clinica: como toda vaca con buena respuesta al tratamiento con calcio
(Sepulveda et al., 2015) debido a los signos clinicos de la hipocalcemia clinica, que
incluye vacas caidas sin poder levantarse; debilidad muscular (Berge y Vertenten,
2014).

Sindrome de la vaca caida: como vacas que no pueden levantarse (Perusia, 1998) sin
respuesta positiva al tratamiento con calcio.

Mastitis clinica: toda vaca tratada por operador del tambo con signos compatibles a
la misma (caracterizados por la presencia de leche anormal o por signos de
inflamacién en 1 0 méas cuartos) (McDougall et al., 2008).

Cojera: vaca con tratamiento o separada del rodeo por problemas podales (Bargo et
al., 2009).

Otras enfermedades: cuando las vacas fueron tratadas por indigestion definida como
cambio en la consistencia fecal (Berge y Vertenten, 2014), disminucién del apetito,
ausencia de rumia y leucosis diagnosticada por un veterinario u otras enfermedades
(actinomicosis bovina, absceso, fiebre).

5.6. Cohorte de seguimiento intensivo

En una fraccién de vacas que parieron entre el 15 de Marzo 2016 y el 29 de Abril
2017 (n=757), al momento del parto (entre el dia 0 y 4 posparto) se les extrajo sangre
y se registro su CC (n= 668). El 24,4% de vacas pertenecian a TCH. Un 21,7% de las
vacas muestreadas eran PP. Se monitorearon los eventos de salud posparto, que
dependiendo de la fecha de parto el por un tiempo minimo de 30 dias y maximo de
90 dias posparto de seguimiento.

Las muestras de sangre se colectaron por venipuncién de la vena coccigea, utilizando
tubos Vacutest® (Vacutest Kima, Arzergrande, Italia) de 10 ml con heparina, dichas
muestras se centrifugaron a 3000 X g durante 10 minutos y el plasma fue
almacenado a -20 °C hasta su posterior analisis en el Laboratorio de Endocrinologia
y Metabolismo Animal de la Facultad de Veterinaria.

Dichas muestras se utilizaron para la determinacion de calcio (Wiener Laboratories
S.A.L.C. Riobamba, Rosario, Argentina), fosforo, magnesio y AGNE (Wako NEFA.-

27



HR, Wako Pure Chemical Industries Ltd.,, Osaka, Japan), mediante
espectrofotometria con un analizador automatizado (Vitalab Selectra I1).

Se defini6 hipocalcemia subclinica cuando la calcemia fue < 2,10 mmol/L (Chapinal
et al., 2012). Para AGNE el punto de corte fue > 0,60 mmol/L (LeBlanc, 2014). Se
consideraron los rangos de referencia para el fosforo entre 1,1 y 2,3 mmol/L
(Hernéndez, 2018) y para el magnesio entre 0,66 y 1,14 mmol/L (Van de Braak et
al., 1987). Se calculd la relacion Ca:P, donde el resultado > 1 es el correcto

(Wagemann et al., 2014). Ademas, se considero que la CC al parto 6ptima es entre 3
y 3,5 independiente de la paridad (Roche et al., 2007, 2013).

5.7. Caracterizacion pluviométrica del periodo de estudio

Durante el afio de estudio ocurrieron excesivas precipitaciones en dos momentos
especificos (Abril y Julio 2016), las que provocaron en todos los predios,
condiciones medioambientales muy desfavorables, respecto del exceso de barro tanto
en los accesos al tambo, caminos, encierros, etc.
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Figura 1. Promedio mensual (=), minimo y méaximo (---) de precipitaciones en los 13
predios durante el afio de estudio. La sombra gris son las precipitaciones historicas
entre los afios 1961-1990 (Inumet).

5.8. Analisis estadistico

En la cohorte general, la incidencia de enfermedades se determiné mediante
estadistica descriptiva de acuerdo a la paridad (PP vs MP) y el tamafio de rodeo
(TCH vs TG) utilizando los procedimientos FREQ y procedimiento MEANS de SAS
University version: 3.8 (Edicion Basic) (SAS Institute Inc., Cary, NC, EE. UU.).

Previo a la aplicacion de modelos multivariados, se realizdé un analisis estratificado.
Para el célculo de riesgo relativo con su intervalo de confianza de terneros nacidos
muertos y mellizos, se utilizd procedimiento FREQ con estadistico de Mantel-
Haenszel en SAS. Para el calculo de diferencia significativa entre proporcion de
casos a los 14 DEL segun PP y MP se realiz6 en Epidat 3.1.
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Mediante un modelo de regresion logistica mdaltiple mixto (procedimiento
GLIMMIX de SAS) se evaluo la relacion entre el riesgo de enfermedades posparto
(presencia o ausencia) y la paridad (PP y MP) y el tamafio del rodeo (TCH vs TG).
El mismo incluyé el rodeo como efecto aleatorio. Para la RP-metritis, también se
incluyeron adicionalmente como variables de ajuste, la mortalidad perinatal y parto
de mellizos.

En cuanto a la cohorte de seguimiento intensivo, se determind mediante estadistica
descriptiva a través de procedimiento MEANS de SAS, la media, desvio estandar,
mediana, minimo y maximo de las variables medidas en suero y de la condicion
corporal.

Ademas se ajustaron modelos de regresion logistica mdltiple utilizando el
procedimiento GLIMMIX de SAS, para evaluar la asociacion entre los eventos de
salud (RP-metritis, mastitis, cojeras e hipocalcemia subclinica) y los diferentes
factores de exposicion (paridad, tamafio de rodeo, CC, niveles de calcio y AGNE al
parto), ajustado por tambo.

Todos los eventos de enfermedad se codificaron como 0, 1 (si, no) variables
dicotomicas. El nivel de probabilidad de significancia estadistica se fijo en P<0,05, y
P<0,1 para tendencia.
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6. RESULTADOS

6.1. Descripcion de la cohorte general

De los 5375 partos monitoreados, el 24,5% (n= 1316) correspondi6 a vacas PP y
17,5% (n= 939) correspondieron a TCH.

La mayoria de las vacas parieron en 3 meses, (entre febrero y abril: 53,5%). La
distribucion mensual de partos de acuerdo al tamafio de los predios se describe en la
Figura 2. Como se describio anteriormente, los TG tuvieron estacionalidad de los
partos, concentrandose el 69% de los mismos entre los meses de febrero y mayo. En
contraste, los TCH tuvieron partos durante todo el afio, con una pequefia
concentracion de los mismos en febrero-abril (35%) y agosto-setiembre (25%).
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Figura 2. Distribucién mensual de los partos segin tamafo de rodeo (<250 VM,
tambos chicos, TCH vs > 500 VM, tambos grandes, TG)

Acorde a la paridad, las vacas PP presentaron sus partos concentrados principalmente
en marzo (31,4%), con un pequefio pico (15%) en agosto, en tanto que los partos en
las MP, se concentraron principalmente entre los meses de febrero y mayo (64%)
(Figura 3).

30



35,0
OPrimiparas
30,0 mMultiparas
§ 25,0 4
5
z 200 4
2,
< 150 -
<
o
& 100 -
N FI ﬂ I —ill - i
0.0 T T T T T T T T T T T T
’\b ) ’\b ’\b :\b \,\‘o '\b ’\b >b ,b ’\‘o ;\’\ \'\
M 7 M : H ! M X7 &t B M o
& ¥ \&*@ O A P O S L S
Meses

Figura 3. Distribucion mensual de los partos segun categoria animal (primiparas,
PP vs multiparas, MP)

6.2. Estadistica descriptiva de las enfermedades durante la lactancia
temprana

Considerando el conjunto de vacas de la cohorte general, un 36,5% experimento al
menos un caso de enfermedad clinica durante sus primeros 90 DEL. El porcentaje de
casos segun los DEL en que sucedieron dichos casos se muestra en la Figura 4. El
49% de los casos ocurrié en los primeros 10 dias posparto y el 69% en los primeros
30 dias posparto.

Porcentaje casos

. ﬂj_\ s e
15 30 45 &0 75
Dias posparto

Figura 4. Distribucién de casos sin discriminar el diagnostico, seglin los dias
posparto
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La estadistica descriptiva de las caracteristicas de los partos y de la incidencia de
enfermedades segun la paridad y el tamafio de rodeo se muestra en las tablas 2 y 3,
respectivamente.

Tabla 2. Estadistica descriptiva y variabilidad intra-rodeo de la incidencia de
caracteristicas de partos y de enfermedades de acuerdo a la paridad (primiparas, PP
vs multiparas, PP) en tambos de Florida, Uruguay (n=13).

PP MP

Variable X Med Min Max X Med Min Max |Valor P
Partos(n) 119,6 60,0 18,0 393,0 | 312,2 221,0 66,0 868,0
Mellizos (%) 0,7 0,0 0,0 9,1 27 20 00 6,1 [<0,0001
Mortperi (%) 69 66 00 121 | 43 44 00 106 | 00001
RP-Met (%) 3,8 2,4 0,0 10,5 46 45 03 131 NS
Mast (%) 17,2 157 0,0 48,0 31,0 29,2 7,4 42,0 |<0,0001
Cojera(%) 58 39 00 132 47 33 00 77| NS

IET (%) 256 226 0,0 50,4 40,0 34,9 12,8 50,9 |<0,0001
X= Media
Mort peri= Mortalidad perinatal
RP-Met= Retencidn de placenta - metritis
Mast= Mastitis clinica
IET= incidencia de enfermedad total

Tabla 3. Estadistica descriptiva y variabilidad intra-rodeo de la incidencia de
caracteristicas de partos y de enfermedades de acuerdo al tamafio de rodeo (<250
VM, tambos chicos, TCH vs > 500 VM, tambos grandes, TG) en tambos de Florida,
Uruguay (n=13).

TCH TG
Variable Gral | X Med Min Max X Med Min Max Valor P

Partos(n) 5375 |134 107 86 221 739 799 427 987
Mellizos (%) 2,2 (20 17 00 70 22 17 10 38 NS
Mort peri(%) 49 |54 60 00 110 48 49 36 56 NS
RP-Met (%) 44 |66 35 10 130 39 35 03 7,5 |0,0003
Mast (%) 27,6 [190 148 58 37,0 29,4 31,2 15,8 43,8 0,0001
Cojera(%) 50 (23 18 0,0 56 56 50 35 84 |0,0001
IET (%) 36,5 26,6 24,0 10,4 457 385 41,8 253 48,7 k0,0001

X= Media

Mort peri= Mortalidad perinatal
RP-Met= Retencion de placenta - metritis
Mast= Mastitis clinica

IET= incidencia de enfermedad total

6.3. Mellizos y mortalidad perinatal

La incidencia de nacimientos de mellizos y de mortalidad perinatal fue de 2,2% y
4,9% respectivamente, sin diferencias entre tamafio de rodeo (Tabla 3). La paridad
afectd ambas variables, siendo el nacimiento de mellizos menor en las vacas PP que
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en las MP y la mortalidad perinatal mayor en las vacas PP que en las MP (Tabla 2).
El parto de mellizos tuvo mas riesgo (riesgo relativo = 4,9; 95%IC = 3,4-7,0) de parir
un ternero muerto que el parto simple.

6.4. Retencion de placenta - metritis

La incidencia global de RP-metritis fue del 4,4% y fue mas frecuente en TCH (Tabla
3), mientras que la incidencia segun la paridad no tuvo diferencias significativas en
el andlisis bivariado (Tabla 2). Por el contrario, en el modelo multivariado, el tamafio
de rodeo no fue significativo. Pero la probabilidad de RP-metritis incrementd por
casi 1,5 veces en MP, posterior al ajuste por natimortos y partos de mellizos. Las
chances de RP-metritis también aumentaron alrededor de 3 y 4 veces después de un
parto de mellizos y del nacimiento de un ternero muerto, respectivamente (Tabla 4).
La media y mediana de los DEL al diagndstico fue de 7 y 3 dias respectivamente.

Tabla 4. Modelo de regresion logistica multivariado para retencion de placenta -
metritis en tambos de Florida, Uruguay (n=13).

Variable Clase Estimador OR 95%IC Valort Pr>|t|
Constante -3,9994 -8,83 <,0001
Tamarfio TCH 0,5078 1,662 0,51-544 0,84 0,4011
rodeo

Paridad MP 0,3615 1,435 1,02-2,02 2,08 0,0376
Mellizos Mellizos  1,0204 2,774 1,52-505 3,34 0,0009
Mort peri Tro 1,4728 4,362 2,92-651 7,20 <,0001

muerto

6.5. Mastitis clinica

La mastitis clinica fue la enfermedad mas frecuente, con una incidencia global de
27,6%. El tamafio de rodeo y la paridad afectaron la incidencia de mastitis siendo
mas frecuente en TG (Tabla 3) y en MP (Tabla 2). En el modelo de regresion
logistica, las chances de mastitis clinica aumentaron por 2,3 en TG y por 1,8 en MP
(Tabla 5). La mediana de DEL al diagnoéstico de mastitis fue al dia 14 posparto, sin
embargo, el porcentaje de casos de mastitis clinica en dichos primeros 14 dias
posparto difiere segln la paridad. Mientras que el 61% de los casos de mastitis en las
PP ocurrieron durante los primeros 14 DEL, en las vacas MP fue el 49% (P=0,0013)
(Figura 5).

Tabla 5. Modelo de regresion logistica multivariado para mastitis clinica en tambos
de Florida, Uruguay (n=13).

Variable Clase Estimador OR 95%IC valort Pr>|t|
Constante -2.1752 -8.50 <.0001
Tamaiio rodeo TG 0.8515  2.343  1.18-4.63 2.45 0.0143
Paridad MP 0.6120 1.844  1.56-2.18 7.13 <.0001
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Figura 5. Distribucion de los casos de mastitis, segun los dias postparto, de acuerdo

a la paridad (primiparas, PP vs multiparas, MP).

Porcentaje de casos

6.6. Cojeras

La incidencia de cojeras en todas las vacas fue de 5,0%. En el modelo bivariado, la
incidencia fue mayor para los TG (Tabla 3). No hubo diferencia significativa para la
paridad (Tabla 2). En el modelo logistico, las chances de cojeras incrementaron por
2,4 para los TG (Tabla 6). La media y mediana de DEL al diagndstico fue de 36 y 31
dias respectivamente sin diferencias por paridad.

Tabla 6. Modelo de regresion logistica multivariado para cojeras en tambos de
Florida, Uruguay (n=13).

Variable Clase Estimador OR 95%IC Valort Pr > |t|

Constante -3.7823 -17.26 <.0001
Tamaro rodeo TG 0.8982 2.455 1.58-3.82 3.98 <.0001
Paridad MP 0.2025 1.224  0.93-1.61 1.45 0.1468

6.7. Otras enfermedades

Enfermedades tales como la hipocalcemia clinica, sindrome de vaca caida, leucosis,
indigestion y otras, experimentaron en conjunto una incidencia de 3,0%, por lo que
fueron analizadas de forma agrupada, de esta manera no se observd efecto del
tamafo de rodeo, sin embargo la incidencia fue influida por la paridad, siendo més
frecuente en MP (3,8% vs 0,8%, P<0,0001).

Se analizaron, en los modelos estadisticos multivariados, diferentes asociaciones
entre las enfermedades posparto, sin encontrar asociaciones significativas.

6.8. Descripcion general de la cohorte intensiva
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Un 32% de las vacas de la cohorte tuvieron al menos un caso de enfermedad clinica.
Las caracteristicas del parto y la incidencia de enfermedades acorde a la paridad y el
tamafo de rodeo se muestra en las Tablas 7 y 8, respectivamente. Se encontraron
mas partos de mellizos en vacas MP que en PP. Las vacas MP presentaron mayor
incidencia de mastitis.

Tabla 7. Caracteristicas del parto e incidencia de enfermedades postparto de la
cohorte de seguimiento intensivo segln paridad (primiparas, PP vs multiparas, MP).

Enfermedad (%) n General PP MP Valor P
Mellizos 17 2,3 0,0 3,0 0,025
Mort peri 31 4,1 5,6 3,7 NS
RP-metritis 33 4,4 55 4,2 NS
Mastitis 184 24,3 13,5 27,0 0,0004
Cojeras 18 2,4 1,2 2,7 NS

Acorde al tamafio de rodeo, sélo RP-metritis fue més frecuente en predios chicos que
grandes.

Tabla 8. Caracteristicas del parto e incidencia de enfermedades postparto de la
cohorte de seguimiento intensivo segin tamafio de rodeo (<250 VM, tambos chicos,
TCH vs > 500 VM, tambos grandes, TG).

Enfermedad (%) n TCH TG Valor P
Mellizos 17 2,6 2,3 NS
Mort peri 31 5,3 3,7 NS

RP-metritis 33 7,4 3,5 0,025
Mastitis 184 20,1 25,4 NS
Cojeras 18 1,1 2,8 NS

La estadistica descriptiva de los metabolitos y minerales medidos en suero y la
condicion corporal acorde a la paridad y el tamafio de rodeo, se muestran en la tabla
9y 10, respectivamente.

Tabla 9. Estadistica descriptiva de la condicion corporal (CC), y de las
concentraciones de Calcio (Ca), Fosforo (P), Magnesio (Mg) y &cidos grasos no
esterificados (AGNE) y relacion calcio-fosforo (Ca:P) al parto (0-4 dias) de acuerdo
a la paridad (primiparas, PP vs multiparas, MP) de la cohorte intensiva.

PP MP
Variable n X Med Min Max | n X Med Min Max
ccC 154 292 3,00 250 350 |514 294 3,00 250 3,50
Ca (mmol/L) 164 2,00 201 146 282 |58 1,83 1,83 0,93 2,99
P (mmol/L) 163 2,05 203 090 3,20 |591 195 192 0,39 3,94
CaP 163 1,03 098 054 2,29 |583 1,01 095 041 3,47
Mg (mmol/L) 163 1,08 108 0,72 154 |591 1,05 1,05 0,08 1,86
AGNE (mmol/L) | 163 0,69 064 0,08 2,36 |591 0,66 058 0,05 243

X=Media
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La proporcién de animales con baja CC al parto y la descripcion de los diferentes
indicadores en suero acorde a la paridad y al tamafio de rodeo, se detallan en las
tablas 11 y 12, respectivamente.

Entre los animales de esta cohorte un 79% tenian hipocalcemia subclinica y
tendieron a diferenciarse por tamafio de rodeo siendo mayor en TCH. Acorde a la
paridad, las MP tuvieron mayor porcentaje de hipocalcemia subclinica. La relacion
Ca:P fue en un 54,6% < 1 sin mostrar diferencias por tamafio de rodeo o paridad.

Tabla 10. Estadistica descriptiva de la condicion corporal (CC), y de las
concentraciones de Calcio (Ca), Fosforo (P), Magnesio (Mg) y acidos grasos no
esterificados (AGNE) y relacién calcio-fésforo (Ca:P) al parto (0-4 dias) de acuerdo
al tamafio de rodeo (<250 VM, tambos chicos, TCH vs > 500 VM, tambos grandes,
TG) de la cohorte intensiva.

TCH TG

Variable n X Med Min Maéx n X Med Min Max

CC 166 2,89 2,75 250 350 (502 295 300 250 350
Ca (mmol/L) 185 18 187 095 299 |564 187 187 093 2,82
P (mmol/L) 185 193 192 0,39 348 [569 199 196 0,60 3,94
Ca:P 185 1,02 097 048 269 |561 101 095 0,41 3,47
Mg (mmol/L) 185 1,04 103 047 1,72 |569 1,07 107 0,08 1,86
AGNE (mmol/L) |185 066 055 0,08 2,36 |569 0,67 060 0,05 243

El 48% de la poblacion se encontraba con altos niveles de AGNE al parto, sin
diferencias segln tamafo de rodeo. Acorde a la paridad, hubo una tendencia a
diferenciarse, siendo mayor en PP.

Con respecto a la fosfatemia, el 26,1% de los animales presentaron hiperfosfatemia y
no se encontraron diferencias significativas segin paridad o tamafio de rodeo. La
hipomagnesemia representd en la poblacion un 2,4%, no tuvieron diferencias
significativas segin tamafio de rodeo. De acuerdo a la paridad, se hallaron
diferencias significativas debido a que no hallaron animales PP con dicha condicion.

Tabla 11. Proporcién de vacas con condicion corporal subOptima, hipocalcemia
subclinica, relaciones Ca:P anormales, concentraciones de &cidos grasos no
esterificados y fdsforo altas y bajas de Magnesio acorde a la paridad (primiparas PP
vs multiparas MP) en la cohorte de seguimiento intensivo .

Variable (%) n PP MP Valor P
cc” 292 45,1 43,2 NS
Hipo SC™ 591 63,0 83,3 <0,0001
CaP™ 407 51,0 55,6 NS
AGNE™™ 365 54,0 46,5 0,0924
p* 198 30,1 25,0 NS
Mg*™ 18 0,0 3,1 0,0494
*%wCC<3

** 0% Hipocalcemia subclinica

*** 0% Relacion Ca:P < 1

**** 06 AGNE altos > 0,6 mmol/L
* % Hiperfosfatemia

** 9% Hipomagnesemia
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Con respecto a la CC registrada al parto, el 43,6% de esta poblacion se encontraba
con una CC por debajo del éptimo (<3). Segln el tamafio de rodeo, los TCH tuvieron
mayor proporcion de vacas al parto con una CC subdptima pero no se encontraron
diferencias entre PP y MP.

Tabla 12. Proporcion de vacas con condicion corporal suboptima, hipocalcemia
subclinica, relaciones Ca/P anormales, concentraciones de acidos grasos no
esterificados y fdsforo altas y bajas de Magnesio acorde al tamafio de rodeo (<250
VM, tambos chicos, TCH vs > 500 VM, tambos grandes, TG) en la cohorte de
seguimiento intensivo.

Variable (%) n General TCH TG Valor P

cc” 292 43,6 53,8 40,2 0,002
Hipo SC™ 591 78,9 83,5 77,4 0,0737
CaP™ 407 54,6 54,1 54,7 NS
AGNE™ 365 48,1 45,0 49,2 NS
P 198 26,1 22,2 27,4 NS
Mg*™ 18 2,4 3,2 2,1 NS
*%WCC<3

** 0% Hipocalcemia subclinica

*** 04 Relacion Ca:P < 1

**** o6 AGNE altos > 0,6 mmol/L
* % Hiperfosfatemia

™ % Hipomagnesemia

6.11. Asociacion entre enfermedades y predictores de la incidencia

No se encontr6 asociacion entre las variables en suero o CC al parto con los terneros
nacidos muertos, RP-metritis o cojeras.

En el andlisis para hipocalcemia subclinica, las MP mostraron 2,5 veces mas riesgo
que las PP. Ademas, los valores altos de AGNE al parto (> 0,60 mmol/L) y una
relacién Ca:P < 1 incrementaron el riesgo de hipocalcemia subclinica (Tabla 13).

Tabla 13. Modelo de regresion logistica multivariado para la hipocalcemia
subclinica en la cohorte de seguimiento intensivo

Efecto Variable Estimador OR 95%IC Valort Pr>|[t|
Constante -0,3240 -0,89 0,3752
Paridad MP 0,9355 2,548 1,60-4,05 3,96 <,0001
AGNE Altos 0,6446 1,905 1,25-290 3,00 0,0028
Ca:P <1 0,7598 2,138 1,42-321 3,66 0,0003

En el analisis multivariado de mastitis clinica, las MP tuvieron 2,4 veces mas riesgo
de mastitis que las PP. Se encontrd una interaccion entre niveles de AGNE y paridad
sobre el riesgo de mastitis. En el modelo, las PP con AGNE altos tuvieron 2,4 veces
mas riesgo de tener mastitis mientras que las MP con altos AGNE tuvieron un riesgo
de 1,2. Es decir, el 82% de las vacas PP vs 54% de las vacas MP con mastitis
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presentaron altos AGNE (P=<0,01). Las vacas con hipocalcemia subclinica tuvieron
1,8 veces maés riesgo de tener mastitis y con baja CC al parto, tuvieron una 1,6 veces

mas chances de mastitis (Tabla 14).

Tabla 14. Modelo de regresion logistica multivariado para mastitis clinica en la

cohorte de seguimiento intensivo

Efecto Variable Estimador OR 95% IC  Valort Pr> |t
Constante -3,5541 -5,39  <,0001
Paridad MP 1,5168 2,356  1,23-4,52 2,74 0,0064
AGNE Altos 1,5210 2,366  1,25-4,48 2,53 0,0115

CC Baja 0,4604 1,585 1,05-2,38 2,22 0,0265
Calcio Bajos 0,5658 1,761  1,02-3,03 2,04 0,0413
Paridad*AGNE -1,3199 -2,08  0,0379
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7. DISCUSION

Segun nuestro conocimiento este es el primer estudio realizado en Uruguay en
tambos comerciales, que reporta la incidencia de varias enfermedades posparto
asociado a dos factores de riesgo como paridad y tamafio de predio. Ademas, implica
el primer trabajo que reporta la asociacion entre niveles sanguineos de calcio y
acidos grasos no esterificados, y condicion corporal al parto con la presentacion de
eventos de salud.

En cuanto a la incidencia de enfermedades estudiadas en la cohorte general, un
36,5% de los animales tuvo al menos un caso clinico, lo cual fue similar a otros
estudios realizados en otros paises con sistemas de pastoreo (Stevenson, 2000;
Ribeiro et al., 2013). Por ejemplo, Ribeiro et al. (2013) reportaron que el 37,5% de
las vacas presentaron por lo menos un caso de enfermedad clinica y Sepulveda et al.
(2015) reportaron que el 30,3% vy el 15,3% de las vacas presentaron un solo evento
clinico o més de un evento, respectivamente. Ademas, se ha reportado que alrededor
del 75% de todas las enfermedades se producen en el primer mes posparto (LeBlanc
et al., 2006) al igual que el presente trabajo. Sin embargo, es dificil comparar la
incidencia de enfermedades entre los estudios debido a los diferentes criterios para
clasificar las enfermedades y de la colecta de datos. Lo mismo ocurre con los
indicadores en que la incidencia es reportada. Se debe tener en cuenta, en el tipo de
estudio, el sesgo, la definicién y los protocolos de registro de los eventos, por lo
tanto, la necesidad de proporcionar definiciones simples y concisas para cada una de
las enfermedades (Stevenson, 2000). En esta investigacion, los diagnosticos de las
enfermedades fueron realizados exclusivamente por el encargado y/o propietario de
los tambos.

La incidencia de mellizos y la mortalidad perinatal fue similar a otros estudios en
sistemas bajo pastoreo (McDougall, 2001; Mee et al., 2008; Hayes et al., 2012). En
nuestro trabajo, la incidencia de mellizos fue mayor en vacas MP que en PP. En
acuerdo con nuestros resultados, Silva del Rio et al. (2007) informaron que el parto
de mellizos aumenté con la paridad (OR = 4,9). Esto puede ocurrir porque las tasas
de ovulacion mdltiple aumentan en vacas de mayor edad (Macmillan et al., 2018).
Ademas, el nacimiento de mellizos también afecta a la mortalidad perinatal, en
acuerdo con otros trabajos (Silva de Rio et al., 2007; Berry et al., 2007a), lo cual se
debe principalmente a un periodo de gestacién mas corto (Nielen et al., 1989). Cabe
sefialar que el nacimiento de mellizos también es un factor de riesgo para la distocia,
por lo tanto, mayor riesgo de mortalidad de terneros al nacimiento (Berry et al.,
2007a). Si bien las PP presentaron menor incidencia de mellizos, la mortalidad
perinatal en esta categoria fue mayor (6,9% vs 4,3%). De forma similar, Mee et al.
(2008) reportaron una mortalidad perinatal de 7,7% y 3,5% en PP y en MP,
respectivamente. Esto puede deberse principalmente por una mayor asistencia en el
parto y una mayor incidencia de distocia en PP (Mee et al., 2008; Bleul, 2011), uno
de los factores de riesgo mas importantes para la mortalidad perinatal (Meyer et al.,
2000). El tamafo de rodeo no fue significativo, en acuerdo con Mee et al. (2008),
pero en dicho estudio todos los tamarios de rodeo fueron chicos acorde a nuestra
clasificacion. Sin embargo, Silva del Rio et al. (2007) reportaron un leve aumento en
la mortalidad de terneros al aumentar el tamafio del rodeo, lo que podria deberse a un
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manejo menos intensivo durante los partos en rodeos mas grandes o a una mortalidad
de terneros registrada de forma més precisa que en los rodeos mas pequefios.

En el presente estudio, la incidencia global de RP-metritis fue de 4,4%, valor que se
encuentra dentro del amplio rango citado por la literatura (Kelton et al., 1998). Como
se menciono anteriormente, registramos casos de RP y metritis juntos, lo cual no es
comudn en otros estudios y es dificil compararlos. De todos modos, en estudios
realizados en sistemas bajo pastoreo, la incidencia de RP reportada fue entre 1,7% y
14% (McDougall, 2001; Hayes et al., 2012; Ribeiro et al., 2013; Sepulveda et al.,
2015; Daros et al., 2017). En tambos bajo confinamiento, la incidencia informada
varia entre 4,9% y 15,6% (Oltenacu et al. 1990; Meléndez et al., 2009). Por otro
lado, la incidencia de metritis varia entre 5,3% y 41,1% en sistemas pastoriles
(Ribeiro et al., 2013; Sepulveda et al., 2015). En sistemas de encierro entre 3,2% y
29,7% (Oltenacu et al., 1990; Meléndez et al., 2009; Dubuc et al., 2010; Giuliodori et
al., 2013). La amplia variacion de la incidencia reportada se debe a las diferentes
definiciones de la enfermedad utilizada en cada uno (Kelton et al., 1998). Sheldon et
al. (2006) realizaron una definicion estandar para unificar los criterios entre los
grupos de investigacion. Sin embargo, en la mayoria de los estudios, el investigador
o0 veterinario de los predios es quien diagnostica la enfermedad, monitoreando todas
las vacas posparto en busca de vacas con sintomatologia, por lo que la incidencia en
nuestro estudio esta probablemente subestimada.

La RP-metritis estuvo afectada por la paridad, el nacimiento de mellizos y la
mortalidad perinatal. En cuanto a la paridad, la incidencia fue mayor en las vacas
MP. Daros et al. (2017) reportaron una OR de 2,4 (1,2-4,6) para RP en vacas MP.
Otros también reportaron una mayor incidencia de RP en MP que en PP (Bargo et al.,
2009; Toni et al., 2015). Para la metritis, también se informo6 que las vacas MP se
asociaron significativamente a aumentos en la aparicion de metritis (Kaneene y
Miller, 1994), asociado a mayor RP en esta categoria (Curtis et al., 1983). Esto se
asocia con la mayor frecuencia de hipocalcemia subclinica en MP, ya que ésta afecta
el sistema inmune, lo que aumentarian las chances de infeccion en el Gtero (Martinez
et al., 2012). Sin embargo, algunos obtuvieron un mayor riesgo de metritis en las
vacas PP (Markusfeld, 1984; Toni et al., 2015), asociado a mayor riesgo de distocia
(Kaneene y Miller, 1994). EI complejo RP-metritis estuvo afectado por la mortalidad
perinatal y nacimiento de mellizos. Para la RP, Correa et al. (1993) informaron un
mayor riesgo en vacas con natimortos (OR = 2,6) y mellizos (OR = 3,4) reportado
también por otros investigadores (Muller y Owens, 1974; Oltenacu et al., 1990;
Chassagne et al., 1999; McDougall, 2001). Para la metritis, el nacimiento de ternero
muerto (OR = 2,3) y de mellizos (OR = 2.7) también fueron factores de riesgo
(Markusfeld, 1984), asociado a que tanto los mellizos como los terneros muertos
implican mayor asistencia al parto y distocia (Meyer et al., 2000; Berry et al., 20074,
Bleul, 2011). Esto se asoci6 a mayor contaminacion del Gtero debido a la
intervencion y manipulacion por parte del personal (Dubuc et al., 2010). El tamafio
de rodeo no fue significativo para la asociacion con RP-metritis, al igual que Bruun
et al. (2002). Sin embargo, algunos investigadores detectaron un mayor porcentaje de
vacas afectadas en rodeos mas grandes quienes lo relacionaron a diferencias en el
manejo segun el tamafio de rodeo, mayor deteccion y registro de enfermedades
(Fourichon et al., 2001).
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La incidencia global de mastitis clinica en el presente estudio (27,6%) fue alta
comparado con otros estudios bajo sistemas de pastoreo (Petrovski et al., 2009:
14,8%; Sepulveda et al., 2015: 11,7%) e incluso mas alta que en condiciones de
confinamiento (Meléndez et al., 2009: 14,4%). Si consideramos la incidencia
considerada como meta (< 24% en un afio de todas las vacas en ordefie, Ruegg,
2003) nos encontramos muy por encima ya que el presente estudio sélo toma en
cuenta los primeros 3 meses de lactacion. Si bien la mastitis clinica depende de
muchos factores, podria estar debido a las condiciones climaticas ocurridas,
especialmente en Abril 2016 (Figura 1), donde los caminos y lugares de descanso de
los animales tanto del preparto como en lactancia, estaban en condiciones de mucho
barro y humedad. Se ha reportado que las condiciones de higiene del pezon y la ubre
son factores de riesgo para la presentacion de mastitis (Ruegg, 2009). La mediana de
DEL al primer diagnostico de mastitis clinica fue de 14 dias, inferior a 37 y 54 DEL
reportados por diferentes autores (Oltenacu et al., 1990; Stevenson, 2000). Aunque
todos los estudios concuerdan en que el mayor riesgo de mastitis se encuentra al
comienzo de la lactancia (Bates y Dohoo, 2016), una mediana de 14 DEL refleja que
la infeccidn probablemente haya ocurrido durante el preparto (Green et al., 2002).

La mastitis, se vio afectada por la paridad y el tamafio de rodeo. Las vacas MP
tuvieron mas riesgo que las PP, en acuerdo con otros estudios (Petrovski et al., 2009;
Richardet et al., 2016). Un factor que puede estar influyendo es la produccion de
leche ya que las vacas con mayor produccion son las de mayor riesgo de mastitis
(Ingvarsten et al., 2003). Esto se asocia a mayor probabilidad de hipocalcemia
subclinica en esta categoria (ver debajo), que debilita el cierre del esfinter del pezon
y afecta negativamente el sistema inmune (Kimura et al., 2006; Goff, 2014).
También se asocia a que las vacas adultas tienen un periodo mas prolongado de
exposicion a patdgenos, por lo que tendrian menores posibilidades para evitar una
infeccion (Petrovski et al., 2009; Risco y Meléndez, 2011). Es interesante el hallazgo
de que en las primeras 2 semanas después del parto la proporcion de los casos de PP
fue mayor que en MP, al igual que otros (Barkema et al., 1998; Olde Riekerink et al.,
2008). Los factores de riesgo en las PP son diferentes de los de las MP, debido a que
todavia estan creciendo y estan sobrellevando la adaptacion a la lactancia y al manejo
del ordefie (Parker et al., 2007). Un factor de riesgo reportado para la mastitis clinica
en PP es el manejo de las mismas en conjunto con vacas adultas en preparto y
postparto (Parker et al., 2007), en el presente estudio, solo un tambo (tambo 11)
manejo a las vaquillonas por separado.

El tamafio de rodeo afectd la presentacion de mastitis, los TG tuvieron mas riesgo
que los TCH. Este resultado es dificil de contrastar con la bibliografia, debido a la
disparidad de distribuciones de tamafio de los predios. En general, el tamafio de
rodeo se lo considera una via indirecta para inferir el nivel de complejidad y de
manejo de los establecimientos con influencia en distintos aspectos de las
enfermedades (instalaciones, tasa de transmision de enfermedades, manejo
reproductivo, disponibilidad de asesoramiento técnico, etc.). Por ejemplo, los TG
concentran los partos en otofio, lo cual hace una gran concentracion de animales en
su periodo mas critico de contraer la enfermedad, lo cual sumado a las condiciones
de barro y humedad en dichos meses mencionado anteriormente, pudieron aumentar
la incidencia de mastitis clinica. Por otro lado, Tomazi et al. (2018), no encontraron
diferencias segun el tamafio de rodeo, pero los predios fueron todos TCH (<100
vacas, 100-200 y >201 vacas). Bates y Dohoo (2016), tampoco hallaron asociacion
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entre el tamafio de rodeo y la mastitis, pero en este caso los tambos fueron mas
grandes que los otros estudios. Archer et al. (2013) reportaron un aumento en el
recuento de células somaticas de las vacas asociado al incremento del tamafio de
rodeo, que podria deberse a una mayor tasa de infeccion entre las vacas, en predios
con un mayor reservorio de vacas (Bartlett et al., 1992). Parker et al. (2007), lo
atribuyeron a una mayor exposicion a patdgenos ambientales (aumento en la
densidad de la poblacion), mayor tiempo sobre plazas de alimentacion y de preparto,
(dificultad de mantener la higiene) y mayor nimero vacas ordefiadas por una persona
(rutina de ordefio menos eficiente). Por el contrario, Hill et al. (2009) reportaron una
disminucion en la prevalencia de enfermedades a medida que aumentaba el tamafio
de rodeo y fue atribuido a un mejor estandar de manejo de los rodeos mas grandes
que contribuiria a una menor prevalencia de la enfermedad.

La incidencia global de cojeras en el presente estudio fue del 5,0%, que se encuentra
dentro del rango reportado (1,8 y 30,0%, Kelton et al., 1998). Sin embargo, la cojera
es una enfermedad que para hacer un diagnostico correcto, se necesita de cierta
infraestructura, por lo que es probable que en este estudio se haya subestimado la
incidencia de la misma. La cojera fue afectada por el tamafio de rodeo pero no por la
paridad. Sin embargo, un estudio durante 4 afios en un rodeo en Uruguay, encontrd
que se observaron méas cojeras en PP que en las MP (24% vs 15,9%) (Ramos y
Freire, 2006). Ademas, un estudio realizado en Argentina durante 4 afios en 37
predios lecheros también reportd que las vacas PP tenian mas cojeras que las MP
(13,9% vs 11,1%, Bargo et al., 2009). En las vacas jovenes, el estrés del parto,
dominancia, manejo del ordefio, cambio de dieta y pastoreo entre otras, pueden
influir sobre la incidencia de cojeras. Por el contrario, Rutherford et al. (2009)
reportaron que las vacas adultas tenian méas probabilidad de tener cojeras que las PP,
lo que puede deberse a una asociacion positiva entre las cojeras y el mayor peso vivo
(Wells et al., 1993). Segun el tamafio de rodeo, encontramos mayor riesgo de cojeras
en los TG, como se informd en un estudio en Chile en tambos pastoriles (Flor y
Tadich, 2008), asociado a caminatas mas largas, las cuales combinadas con
superficies duras, podrian convertirse en una causa importante de cojeras
(Chesterton, 2006). En dos estudios realizados en tambos pastoriles en Australia, la
prevalencia de cojeras (5,7-6,9%) no se relacion6 con el tamafio de rodeo, incluso
cuando las granjas mas grandes tenian distancias mas largas para caminar y un mayor
tiempo fuera de la parcela debido al mayor tiempo de ordefio (Beggs et al., 2015;
2019). Estos estudios utilizaron la proporcion de vacas tratadas en un dia de
observacion, lo que subestima el verdadero nivel subyacente de la enfermedad
(Beggs et al., 2015; 2019).

Hay varios estudios que reportan la interrelacion entre eventos de salud durante la
fase de transicion, tales como RP y mastitis (Oltenacu et al., 1990; Oltenacu y
Ekesbo, 1994; Suthar et al; 2013); metritis y mastitis (Suthar et al., 2013;
hipocalcemia clinica y mastitis (Schukken et al., 1988). En el presente estudio no
encontramos esta asociacion. Exceptuando la mastitis, las cojeras y la RP-metritis, la
frecuencia de las otras afecciones fue muy baja (hipocalcemia clinica, sindrome de
vaca caida, etc) lo que puede haber contribuido a tener un bajo poder estadistico.

Cabe destacar la alta variabilidad que existio entre tambos dentro de cada estrato

(TCH - TG) (ver tabla 3), especialmente en lo que se refiere a incidencia de terneros
nacidos muertos, mastitis y de RP-metritis. Esta variabilidad es un reflejo de las
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diferentes practicas de manejo y de las habilidades para controlar dichas condiciones,
(Stevenson, 2000; Bargo et al., 2009; Sepulveda et al., 2015), que pueden ser los
verdaderos determinantes de las enfermedades (Bartlett et al., 1992). Es interesante
destacar que los TG, con menor porcentaje de mortalidad perinatal y de RP-metritis,
poseen a una persona que especificamente asiste los partos, a diferencia de los TCH
donde el personal, debe realizar ademas muchas otras tareas. Varios estudios indican
que el manejo del parto en cada predio puede influir en la mortalidad perinatal, por
ej. el tiempo y la frecuencia de observacion de las vacas preparto (Mee et al., 2014) y
la capacitacion del personal para ayudar al parto (Lombard et al., 2007;
Scheunemann et al., 2011).

Teniendo en cuenta el valor de referencia utilizado en el presente trabajo (< 2,1
mmol/L), el 79% de dicha cohorte presentaban hipocalemia subclinica, en acuerdo
con otros (Martinez et al., 2012: 65,5%; Rodriguez et al., 2017: 78%). Con un punto
de corte < 2,0 mmol/l, se ha reportado un 40% de animales con hipocalcemia
subclinica en Nueva Zelanda (Roche et al., 2002) y de 30% en Argentina (Scandolo
et al., 2016). Ademas, vario segun la paridad, en acuerdo con varias investigaciones
(Reinhardt et al., 2011; Venjakob et al., 2017; Rodriguez et al., 2017; Ruprechter et
al., 2018), asociado a una mayor produccion de leche en vacas MP. Sin embargo, la
proporcion de PP con hipocalcemia subclinica en el presente trabajo fue inesperado
(63%), ya que en las demas investigaciones, no supera el 25%, sin importar el punto
de corte utilizado. Es de esperar que las vacas PP tengan disponibilidad de calcio de
forma mas rapida que las MP (Reinhardt et al., 1988).

La media de la calcemia al parto (1,87 mmol/l) es similar a la reportada por Albornoz
(2006) en un establecimiento lechero en Florida, Uruguay. Otros estudios tanto en
pastoreo como en confinamiento muestran niveles de calcio mayores al presente
(Roche et al., 2002; Martinez et al., 2012; Neves et al., 2016). Se podria postular que
las dietas preparto con sales anidnicas o la suplementacion con calcio en el posparto
no fueron suficientes para alcanzar niveles méas altos como los reportados en estos
otros trabajos. También la genética de los animales en este estudio fue
mayoritariamente Holstein de la linea Norteamericana, un biotipo de alta produccién
y consumo, a diferencia del biotipo Neozelandés, de menor peso corporal y menores
requerimientos de energia metabdlica (Pereira et al., 2010).

En el modelo final ajustado, las chances de hipocalcemia subclinica estuvieron
afectadas por la paridad, la relacion Ca:P y los niveles de AGNE. La odds de
hipocalcemia subclinica fue mayor en vacas MP (OR=2,3) lo que es consistente con
lo reportado por otros (Reinhardt et al.,, 2011; Ruprechter et al., 2018). Esta
asociacion se basaria como se menciond anteriormente, en que las vacas con mayor
produccion de leche y calostro, tendrian una mayor demanda de calcio hacia la ubre
(Erb y Grohn, 1988), y también a que las vacas adultas, tendrian una menor
capacidad de absorber calcio en intestino y de remocion del calcio del hueso
(Reinhardt et al., 1988). La hipocalcemia subclinica se vio afectada ademas cuando
la relacion Ca:P es menor a 1. El exceso de fosforo disminuiria la absorcion intestinal
de calcio, inhibiendo, en el rifién, la enzima que actta en la activacién de la vitamina
D, vitamina necesaria para aumentar la absorcion del calcio a nivel intestinal
(Reinhardt et al., 1988). Los altos niveles de AGNE en vacas con hipocalcemia
subclinica podrian estar asociados a que la hipocalcemia subclinica disminuye el
consumo de MS lo que llevaria a mayor movilizacion de reservas y aumento de la
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concentracion de AGNE (Martinez et al., 2012). Esto refuerza la idea de que el
estatus mineral y energeético estan interrelacionados, y que a su vez ambos influirian
en el riesgo de enfermedades en el periparto (Reinhardt et al., 2011; Martinez et al.,
2012; Chamberlin et al., 2013).

Uno de los hallazgos més interesantes en esta cohorte fue la asociacion de la
hipocalcemia subclinica, alta concentracion de AGNE y baja CC con la mastitis
clinica. Son pocos los trabajos que encontraron una asociacion entre mastitis clinica
y altos niveles de AGNE, como lo encontrado en la presente investigacion. Meléndez
et al. (2009) informaron asociacion con AGNE medidos al parto, mientras que otros,
con niveles de AGNE medidos en el preparto (Nyman et al., 2008; Moyes et al.,
2009). Meléndez et al. (2009), en Chile, reportaron una OR para mastitis de 0,45 en
aquellas vacas con menor concentracion de AGNE, pero utilizando un punto de corte
de 1,2 mmo/L. Segln Ospina et al. (2010) la asociacion de los AGNE medida en el
posparto, es mayor y mas directa con el desarrollo de la enfermedad, que cuando es
medido en el preparto. La asociacién encontrada podria ser debida al efecto
inmunosupresor de los AGNE, lo cual predispondria a una mayor incidencia de
enfermedades en el periparto (Lacetera et al., 2005; Hammon et al., 2006; Ster et al.,
2012). Asi mismo, los trabajos citados anteriormente fueron realizados bajo
condiciones de confinamiento. En sistemas bajo pastoreo, Schwegler et al. (2013), en
Brasil, reportaron que las PP con mastitis tuvieron mayores niveles de AGNE en el
preparto que las sanas, sin embargo este resultado no fue ajustado por los cofactores
analizados en este trabajo. Por otro lado, Sepulveda et al. (2015) no encontraron
asociacion entre los niveles de AGNE medidos en el posparto y eventos de salud.

En el modelo final ajustado, las chances de mastitis clinica fueron afectadas por la
interaccion de los niveles de AGNE vy la paridad. ElI impacto de las altas
concentraciones de AGNE sobre la mastitis fue mayor en las PP que en las MP (OR=
2,4 vs OR= 1,2), esto no ha sido reportado previamente. Una explicacion posible
para esta interaccion seria que, las PP tienen menor consumo de MS, lo cual se
agrava cuando se manejan en forma conjunta con las MP, por lo tanto, mayor
movilizacién con mayor pérdida de CC (Ingvarsten y Andersen, 2000; Meikle et al.,
2004). Ademas, su sistema inmune es mas inmaduro y su respuesta inflamatoria mas
exacerbada debido a no haber tenido exposicién previa a patdgenos, al contrario que
las MP quienes tienen una respuesta inmune mas eficiente (Pifieiro et al., 2019). Méas
aun cuando los casos de mastitis en PP ocurrieron mayormente en los primeros dias
posparto.

La CC subdptima (<3) al parto afect6 la presentacién de mastitis, en comparacion
con vacas con CC entre 3 y 3,5. En contraposicion a previas investigaciones que
reportaron que vacas que paren con una CC por encima de 3,5 son las de mayor
riesgo a enfermarse (Garnsworthy, 2006; Roche et al., 2013), ya que presentan un
menor consumo voluntario, movilizan mas reservas y tienen mayor concentracion de
AGNE en sangre que las de CC 6ptima (Roche et al., 2007). Desafortunadamente el
estudio no contempld la medicion de la CC al preparto, para de esta manera evaluar
el cambio de CC, lo que seria de mayor utilidad que la valoracién de una sola
medicion durante el periodo de transicion (Roche et al., 2007). De todas formas, son
pocos los trabajos que asocian CC y mastitis. Por ejemplo, Ruegg y Milton (1995) y
Berry et al. (2007b), no encontraron asociacion con mastitis clinica, pero estos
ultimos reportaron una asociacion entre mayor CC y altos niveles de células
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somaticas en vacas de varios partos. Vacas con mayor CC tendrian una mayor
incidencia de cetosis y de hipocalcemia lo que mediaria el efecto sobre los altos
recuentos (Berry et al., 2007b).

La asociacion entre mastitis y la hipocalcemia subclinica fue detectada posterior al
ajuste por paridad y niveles de AGNE. Sepulveda et al. (2015), utilizando un punto
de corte del calcio de < 2,0 mmo/l, reportaron que aquellas vacas que tuvieron
mastitis tendieron a tener menor concentracion de calcio a la semana posparto que las
vacas sanas. El mayor riesgo de mastitis en vacas con bajos niveles de calcio, podria
ser debido a un menor tono en el esfinter del pezon, responsable de cerrar el orificio
del mismo después del ordefie. Esta situacion, facilitaria la entrada de patogenos al
canal del pezdn (Goff, 2014; Aleri et al., 2016). Por otro lado, se ha descrito que
bajos niveles de calcio afectarian también el sistema inmune (Kimura et al., 2006;
Martinez et al., 2012). En este sentido, Martinez et al. (2012) reportaron que las
vacas con niveles de calcio <2,14 mmol/l, tienen menor proporcion de neutrofilos,
con menor capacidad de fagocitar y matar a las bacterias in vitro. La sefializacion del
calcio intracelular para la activacion y funcionalidad de las células inmunes es un
elemento critico, los polimorfonucleares tendrian una capacidad disminuida para
activarse completamente bajo condiciones de hipocalcemia (Kimura et al., 2006). Por
lo tanto, aquellos predios que utilicen précticas de manejo para minimizar el BEN y
mejoren el balance mineral al inicio de lactancia, podrian mejorar la resistencia a las
enfermedades (Lacasse et al., 2018).

Debemos tener presente que esta investigacion monitore6 la incidencia de
enfermedades que ocurrieron dentro de los primeros 3 meses postparto. Si bien dicho
periodo es el de mayor riesgo, aun restan varios meses de lactancia por transcurrir.
En especial, las condiciones climaticas a la que estan expuestos nuestros sistemas,
pone en riesgo el equilibrio entre el animal, el agente y el ambiente. Ademas, se debe
tener en cuenta la necesidad de generar informacion respecto de los costos directos
(antibidticos, descarte de leche y mano de obra) e indirectos u "ocultos" de las
enfermedades (menor produccién y calidad de leche, menor fertilidad) que afectan a
la eficiencia y competitividad de las empresas lecheras. El presente estudio cuenta
con la informacion sobre la produccion, reproduccion y el descarte de la cohorte
general, por lo que se podra analizar el efecto de las enfermedades sobre dichos
parametros a futuro. Finalmente, teniendo en cuenta la incidencia y la variacion
encontrada entre predios se desprende la importancia de la medicina preventiva, y de
la necesidad de incluir indicadores de salud de rodeo en los indicadores econdmicos
de cada empresa lechera.
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8. CONCLUSIONES

La incidencia de enfermedades en la lactancia temprana fue alta, con una amplia
variacion entre los tambos, siendo la mastitis clinica la mas relevante. Las vacas
multiparas presentaron una mayor proporcion de mastitis y RP-metritis respecto a las
primiparas, aunque estas presentaron mayor porcentaje de mastitis en los primeros 14
dias posparto. La mastitis y cojeras en tambos grandes fueron mas frecuentes que en
los chicos. La asociacion entre la hipocalcemia subclinica con los altos niveles de
AGNE, sugieren que tanto el metabolismo energético como el del calcio estan
interrelacionados y que ambos influyen sobre el riesgo de mastitis en la lactancia
temprana, aungque con mayor impacto en las vacas primiparas.
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Abstract

This paper aimed to describe the incidence of diseases in early lactation and variation
according to parity and herd size. Also, to evaluate the association between diseases
and risk factors, such as parity and herd size, in 13 commercial grazing dairy herds.
Seven farms had less than 250 dairy cows (small dairy herds, SDH) and six of them
had more than 500 cows (large dairy herds, LDH). Herd managers recorded disease
events with specific criteria for the first 90 days in milk (DIM) in 5375 Holstein
dairy cows (24.5% primiparous cows, PP) during one year. Incidence of diseases
were summarized through descriptive statistics according to parity and herd size
using FREQ procedures of SAS. Data were analyzed by multivariate logistic
regression using GLIMMIX procedures of SAS. The model included parity and herd
size; for retained placenta-metritis (RP-metritis) the model also include stillbirth and
twins. Farm was used as random effect. Overall, 36.5% of the cows monitored had at
least one clinical disease in their first 90 DIM. Disease incidence were 2.2%, 4.9%,
4.4%, 27.6%, 5.0% and for twin birth, stillbirth, RP-metritis, clinical mastitis and
lameness, respectively. In PP cows, stillbirth was higher than multiparous (MP),
while in MP was higher twin birth, RP-metritis and mastitis. Herd size affected
mastitis and lameness, being higher in LDH. RP-metritis was affected by stillbirth
and twin birth. Incidence of diseases in early lactation, was relatively high and with
wide variation across herds. The present study did not found an the association
between diseases.

Introduction

Over the last 50 years there has been an increase not only in milk production but also
in diseases (Miglior et al., 2017), affecting animal welfare and causing economic
losses due to decrease of the quantity and quality of milk and also the increase of the
costs related to antibiotic treatments and replacement animals (Ingvartsen, 2006;
Mulligan and Doherty, 2008). Health problems are at highest risk during the
transition period in the lactating cow, specially the first month after calving (Goff
and Horst, 1997; LeBlanc et al., 2006) among others because negative energy
balance (NEB) (Drackley, 1999) and depression of the immune system (Wells et al.,
1977; Detilleux et al., 1995). LeBlanc (2010) reported that between 30 to 50% of
dairy cows suffered some type of disease during lactation. Several studies also
reported the high association between diseases; e.g., cows with stillbirth calving are
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at more risk of retention of placenta and metritis, and cows with milk fever have
more risk to displacement of abomasum and ketosis (Curtis et al., 1983; Oltenacu et
al., 1990; Correa et al., 1993).

Most of the dairy health information has been mostly generated in productive
housing systems. Studies that compared confinement and grazing systems
consistently reported that the latter present less health problems (Goldberg et al.,
1992; Washburn et al., 2002), although Sepulveda et al. (2015) reported high
diseases incidence in grazing systems. This is relevant, since while the image of
grazing cows to the consumer is associated with animal welfare (Verkerk and
Hemsworth, 2010), there is a confirmed trend of increasing stocking rate in all dairy
industries (Robbins et al., 2016). According to Beggs et al. (2015), increasing herd
size in grazing systems, increased herd milking time, time away from the paddock
and distance walked, factors that can cause reduced welfare unless specific
husbandry practices are implemented (Verkerk and Hemsworth, 2010). Indeed, a
higher indice of lameness prevalence (Flor and Tadich, 2008) and higher bulk tank
somatic cell counts (McDougall, 2003) were reported in larger dairy farms.
Moreover, in confined systems, the percentage of cows leaving the herd increased
with herd size (Smith et al., 2000), which is related to animal welfare issue
(McConnel, 2010).

Parity is also a well-known risk factor for some diseases (Ruprechter et al., 2018), as
PP have more risk of metritis than MP (Sepulveda and Wittwer, 2017). However,
MP have more risk of milk fever, subclinical hypocalcemia, retained placenta and
mastitis (Reinhardt et al., 2011; Suthar et al., 2013; Richardet et al., 2016; Ruprechter
et al., 2018). PP cows experience different adaptation to the transition period due to
increased needs for growth in addition to the stress of first calving, introduction to
the milking parlour, changing metabolic demands, hormonal changes and altered
diets (Eicher et al., 2007).

As mentioned before, studies on health in dairy grazing systems are more limited
(Sepulveda et al., 2015). Moreover, cow management in grazing systems influenced
by climatic conditions differs from confinement, therefore, the risk factors affecting
them may also differ (Compton et al., 2007). Thus, this work aimed to describe the
incidence of diseases during early lactation and to investigate the association
between diseases and risk factors, such as herd size and parity in commercial grazing
dairy herds.

Materials and Methods

The experimental protocol was evaluated and approved by the Honorary Committee
for Animal Experimentation in Uruguay (CHEA — UdelaR, Montevideo, Uruguay).

Farms selection

A prospective cohort study was conducted in 13 commercial dairy farms located
within 40 km of Florida, Uruguay (34°05' S and 56°12" W). Farm selection was
based on convenience: all chosen dairies were agronomic and veterinary advised,
with good reproductive and productive records of cows. Seven of the farms (1-7)
were small dairy herds (SDH) averaged herd size was (X£SD) 144+56 cows and six
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of them (8-13) were large dairy herds (LDH) averaged herd size was 830+239 cows.
These herds were visited every 20 days by the same veterinarian during data
collection. Information about productive and reproduction management of the farms
are presented in table 1.

Feeding management

All the farms were mixed grazing dairies, cows grazed all year mix sward and, to
complement the pasture, cows were supplemented with grain-based concentrate and
conserved forage (silage, bales or silopacks). Mean Kg of DM through the year is
shown in table 1. The amounts of supplements varied according to pasture deficit,
specially the conserved forages. According to the place where animals were fed, all
the SDH and dairy 8,9 and 13 of the LDH fed concentrates inside the milking parlor.
The others LDH (dairy 10, 11 and 12) supplemented exclusively as PMR.

Reproductive management

Small dairy herds were year round calving while LDH were seasonal calving (6 to 9
months), except for dairy 9, that had split calving (autumn and spring). All the farms
used Al with heat detection but dairy 8,10 and 11 (LDH) also used timed Al at the
beginning of the mating period and dairy 1, 3, 5 7 and 12 use exclusively Al, the rest
of the farms use combined Al and bull. Median and mean (=£S.D) days postpartum
at first Al, for cows inseminated at estrus, were 83 and 103,7 (£79,1). Median and
mean (=£S.D) days postpartum at conception were 112 and 145,6 (#=99,4).

Health management

On the first day of visit to the farms, the owners were asked about dairy's health
management. Information about vaccinations, deworming, input of minerals and
vitamins in dairy cows and use of anionic salts in prepartum cows was collected. All
the farms dewarm and vaccine against reproductive and Clostridium diseases. Dairy
7, 8,9, 10, 11 and 12 vaccine against respiratory diseases and diarrhea. Except for
dairy 6 (SDH), the rest uses anionic salts in the prepartum period. Mineral and
vitamin supplements given as salt, were used on farms except for dairy 3 and 4.

Regarding the prevention of mastitis, all farms used dry cow antibiotic therapy, and
except for dairy 6, all the farms use post milking teat dipping. Only dairy 5, 8 and 9
used pre dipping disinfection and dairy 2, 5, 7, 9, 10, 11 and 13 discarded the first
jets of milk. Only dairy 7 (SDH) and all the LDH had antibiotic protocol to treat
clinical mastitis and dairy 8, 12 and 13 had a specialized veterinarian in mastitis.

Study design and diseases recording

A total of 5375 Holstein dairy cows calving between March 1st of 2016 and March
1st 2017 were evaluated. Data for each individual cow included cow parity, milk
yield in the first 90 days postpartum, dates and descriptions of calving (sex of the
calf, stillbirth, simple or twin) and disease events. Herd managers were instructed to
record only disease events (described later) that required treatment, therefore in the
first visit to each farm, definition of each disease were explained clearly.
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Still birth was defined as calf born dead or a calf that died within 24 h after birth
(Juozaitiene et al., 2017). Retained placenta and metritis were considered as a
syndrome, as one uterine disease, thus, all cows treated for retained placenta defined
as failure to expel the placenta within 24 h after parturition (LeBlanc, 2008) and/or
treated for metritis defined as an animal with a fetid watery red-brown uterine
discharge, associated with signs of systemic illness (decreased milk yield, dullness or
other signs of toxemia) and fever >39.5 8C (Sheldon et al., 2006). Milk fever as
every cow with positive response to calcium treatment (Sepulveda et al., 2015) due
to clinical signs of milk fever, including down and unable to rise; muscular weakness
(Berge and Vertenten, 2014). Down-cow disorder as cows unable to get up (Perusia,
1998) with no positive response to calcium treatment. Clinical mastitis as all cows
treated by operators with compatible signs (characterized by the presence of
abnormal milk or by signs of inflammation in 1 or more quarters) (McDougall et al.,
2008). Lameness as cows with treatment or separated by foot problems (Bargo et al.,
2009). Other diseases when cows were treated for indigestion defined as change in
fecal consistency (Berge and Vertenten, 2014), decreased appetite, absence of
rumination and leukosis diagnosed by veterinarian or other disease (bovine
actinomycosis, abscess, fever).

Statistical Analysis

Disease incidence were summarized through descriptive statistics according to parity
(PP vs MP) and herd size (SDH vs LDH) using FREQ procedures and MEANS
procedures of SAS University version 3.8 (Edition Basic) (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA.). Before application of multivariate models, an stratified analysis was
made. To calculate relative risk and confidence interval of stillbirth and twins, FREQ
procedures were used with Mantel-Haenszel statistics of SAS. To estimate
significant differences between cases at 14 SD according to PP and MP Epidat 3.1
software was used. Data were analyzed by multivariate logistic regression using
GLIMMIX procedures of SAS to analyse the risk of periparturient diseases (presence
or absence), and parity (PP and MP), and herd size (SDH and LDH). Farm was used
as random effect. In the model for retained placenta-metritis, stillbirth and twin birth
were also included. All the disease events were coded as 0, 1 (yes, no) dichotomous
variables. Differences with P < 0,05 were considered significant and P<0,1 as
tendency.

Results
Descriptive statistics

From a total of 5375 cows, 24.5% of them were PP cows (n=1316). Most cows
(53.5%) calved in 3 months (February-April), 33% between May and August and
13% between September and January. According to herd size, as it was mentioned
before, LDH have seasonal calving, with 69% calving between February and May.
On the contrary, SDH have year round calving, with 2 small calving concentration
between February and April (35%) and August-September (31%). According to
parity, PP calving were mainly on March (31,4%) and a small concentration on
August (15%), while MP calved mostly between February and April (53%).
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Overall, 36.5% of the cows monitored had at least one clinical disease in their first
90 days in milk (DIM). Disease incidence and calving characteristics according to
parity and herd size is shown in table 2 and 3.

Twins and stillbirth

Twin birth and stillbirth were 2.2% and 4.9% respectively, without differences
between herd size (Table 3). Parity affected both variables, as twins was less frequent
in PP than MP cows, and stillbirths were more frequent in PP than MP cows (Table
2). Twin births had more risk (relative risk = 4.9; 95% IC= 3.4-7.0) to calve a dead
calf than simple births.

RP-metritis

The overall incidence of RP-metritis was 4.4%, in the bivariate analysis parity was
not significant (Table 2) and it was more frequent in SDH (Table 3). On the contrary,
in the logistic model, herd size was not significant and the probability of RP-metritis
increased for 1.4 in MP cows, after adjustment by stillbirth and twins. The odds also
increased by 3 and 4 times, after stillbirth and twin birth respectively (Table 4).
Moreover, mean and median DIM of diagnosis was 7 and 3 respectively.

Clinical Mastitis

Mastitis was the most frequent disease, being the overall incidence 27.6%. Parity and
herd size affected this disease as it was more frequent in MP (Table 2) and in LDH
(Table 3). In the model, the odds of mastitis were higher by 1.8 for MP and by 2.3
for LDH (Table 5). Moreover, median DIM of diagnosis was 14 days postpartum.
However, the incidence of mastitis within these 14 DIM were different according to
parity: 61% in PP cows and 49% in MP cows (P= 0.0013).

Lameness

The incidence of lameness in all cows was 5.0%. There was no significance
difference for parity (Table 2). Herd size affected the incidence of lameness as it was
higher for LDH (Table 3). In the logistic model, the odds of LAME were higher by
2.4 for LDH (Table 5). Mean and median DIM of diagnosis were 36 and 31
respectively.

Others

Diseases such as milk fever, down cow syndrome, leucosis, indigestion and others,
had an incidence altogether of 3.0%, and they were analyzed as one. Incidence was
similar between herd size, however it was affected by parity as was more frequent in
MP (3.8% vs 0.8%, P < 0.0001).

It was analysed, in multivariated statistical models, different associations between
postpartum diseases, without founding significant association.

Discussion
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The incidence found in this study is similar to other studies performed in grazing
systems (Stevenson, 2000; Ribeiro et al., 2013). However, it is difficult to compare
incidences of diseases between studies because of the different criteria for classifying
diseases and record management. It must be taken into account, in this type of study,
bias, definition and register protocols, therefore the necessity to provide simple and
concise definitions for each of the diseases (Stevenson, 2000).

Incidence of twin and stillbirth was similar to others studies under grazing systems
(McDougall, 2001; Mee et al., 2008; Hayes et al., 2012). In our study, twin incidence
was higher in MP than PP cows, in agreement with Silva del Rio et al. (2007). This
might occur because multiple ovulation rates increases in older cows (Macmillan et
al., 2018). Moreover, twin birth affects stillbirth, in agreement with others (Silva de
Rio et al., 2007; Berry et al., 2007), which is mainly due to shorter gestation period
(Nielen et al., 1989). It should be noted that twins birth is also a risk factor for
dystocia therefore more risk of calf mortality (Berry et al., 2007). Primiparous cows
had lower twin incidence, although stillbirth in this category was greater (6.9 vs
4.3%). Similar with Mee et al. (2008) that reported stillbirth 7.7% and 3.5% in PP
and MP, respectively. This is mainly explained because of the higher calving
assistance and incidence of dystocia in PP cows (Mee et al., 2008; Bleul, 2011), one
of the most important risk factors for stillbirth (Meyer et al., 2000). Herd size had no
effect, in agreement with Mee et al. (2008), but in that study all herd sizes were
small, according to our classification. However, Silva del Rio et al. (2007) reported
an increase in calf mortality as herd size increased, this might be due to less
intensively managed during calving in larger herds or more accurately reported calf
mortality than smaller herds.

In the present study, overall incidence of RP-metritis was 4.4%, inside the wide
range mentioned in the literature (Kelton et al., 1998). As it was mentioned before,
we registered cases of RP and metritis together which is not common in others
studies and it is difficult to compared to them. Anyways, in studies done in grazing
systems, the incidence of RP ranged between 1.7% and 14% (McDougall, 2001;
Hayes et al., 2012; Ribeiro et al., 2013; Sepulveda et al., 2015; Daros et al., 2017).
On the other hand, the incidence of metritis varies between 5.3% and 41.1% in
grazing systems (Ribeiro et al., 2013; Sepulveda et al., 2015). Wide variation in
reported incidence is due to different definitions of the disease used in each one
(Kelton et al., 1998). Sheldon et al. (2006) reported standard definition to unify
criteria among research groups. However, in most studies, researcher or veterinarian
of the farm diagnoses the disease, monitoring all postpartum cows in search of cows
with symptoms, therefore incidence in our study is likely underestimated. According
to parity, in the present study, MP cows had higher risk of RP-metritis. Daros et al.
(2017) reported an OR of 2.4 for RP in MP cows. For metritis, it was also reported
that MP were significantly associated with increases in the occurrence of metritis
(Kaneene and Miller, 1994), associated to higher incidence of RP in this category
(Curtis et al., 1983). Also, subclinical hypocalcemia affects the immune system,
which increases the odd of uterus infection (Martinez et al., 2012). However, some
reported higher risk of metritis in PP cows (Markusfeld, 1984; Toni et al., 2015),
associated to more risk of dystocia (Kaneene and Miller, 1994). For the case of
stillbirth and twins, both were significant associated with RP-metritis, in agreement
with others (Muller and Owens, 1974; Oltenacu et al., 1990; Chassagne et al., 1999;
McDougall, 2001). For metritis, stillbirth and twinning were also reported as risk
factors (Markusfeld, 1984), as they are associated to higher calving assistance and
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dystocia (Meyer et al., 2000; Berry et al., 2007, Bleul, 2011). Which can increase
contamination of the uterus because of human intervention (Dubuc et al., 2010).
Herd size was not associated with RP-metritis in agreement with Bruun et al. (2002).
However, some researchers detected a higher percentage in larger herds, associated
with different management, better detection and disease recording (Fourichon et al.,
2001).

Overall incidence of mastitis in the present study (27.6%) was higher than others
under grazing systems (Petrovski et al., 2009, 14.8%; Sepulveda et al., 2015, 11.7%)
and even higher under confinement conditions (Meléndez et al., 2009, 14.4%). If we
consider target incidence (<24% per year in all lactating cows, Ruegg, 2003),
mastitis incidence founded in the present study is wide above, due to we only
considered the first 3 months of lactation. Mastitis is multifactorial, but these
findings could be explained due to the rainy conditions that occurred specially on
April 2016, where roads and resting places of prepartum and lactating animals had
mud and humidity. It has been reported that poor udder hygiene is a risk factor for
mastitis (Ruegg, 2009). Median DIM of the diagnosis of clinical mastitis was 14
DIM, inferior to 37 and 54 DIM reported by different authors (Oltenacu et al., 1990;
Stevenson, 2000). Studies agreed that the highest risk of clinical mastitis is at the
beginning of lactation, but our result of median 14 DIM, reflects infection in the
prepartum (Green et al., 2002). Mastitis was affected by parity, as MP had more risk
than PP cows, in accordance with others studies (Petrovski et al., 2009; Richardet et
al., 2016). Indeed, older cows have higher milk yield (Ingvarsten et al., 2003), related
to subclinical hypocalcemia that reduces the contraction of the teat sphinchter muscle
and affects negatively the immune function (Kimura et al., 2006; Goff, 2014). It also
is associated with longer period of exposure to pathogens, therefore less ability to
resist infection (Petrovski et al., 2009; Risco and Melendez, 2011). It is interesting
that mastitis percentage of the cases in the first 2 weeks postpartum, was higher in
PP than MP cows, in agreement with others (Barkema et al., 1998; Olde Riekerink et
al., 2008). Risk factors in heifers are different of the MP, due to that, they are still
growing and the stressful process of lactation and milking management (Parker et
al., 2007). One risk factor reported for mastitis in PP is the management of heifers
and older cows postpartum together (Parker et al., 2007). In the present study, only
one dairy farm (farm 11) have management of the heifers separately.

According to herd size, LDH had more risk than SDH. Herd size is considered an
indirect way to infer the level of complexity and management of farms with
influence on different aspects of diseases (facilities, rate of disease transmission,
reproductive management, availability of technical advice, etc.). For instance, LDH
concentrated calvings in autumn, therefore an increase of animals in their highest risk
period for diseases, plus rainy conditions as mentioned before at the same time, could
increased mastitis incidence. On the other hand, Tomazi et al. (2018) did not found
differences according to herd size but all farms were smaller than in the present
study. Bates and Dohoo, (2016) neither found association but their farms were all
LDH respect our classification. Archer et al. (2013) reported greater somatic cell
count in cows in LDH due to higher infection rate due to higher cows reservoir
(Bartlett et al.,, 1992). Parker et al. (2007) attributed it to more exposure to
environmental pathogens (increase in stocking density), more time spent closely on
feeding areas and peripartum period (hygiene is difficult to manage) and more cows
milked by one person (less efficient milking routine). On the other hand, Hill et al.
(2009) reported decreased prevalence of diseases as herd size increased, because
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management in LDH have better standard of management that would contribute to a
lower prevalence of the disease.

Overall incidence of lameness, in the present study was 5%, it is in the range of
previous reports (1.8 and 30%, Kelton et al., 1998). However, lameness is a disease
that an appropriate infrastructure is needed to diagnose it, thus, is possible that in this
study it was underestimated. No significant difference was found according to parity.
However, a study during 4 years in one herd found that lameness was more frequent
in PP than MP (24% vs 15.9%, p< 0.05) (Ramos and Freire, 2006). It should be
noted that young cows in pasture based dairy farms, are under stress due to calving,
dominance, milking management, change of their feeding diet, among others, that
may affect the incidence of lameness. Nevertheless, there are reports that older cows
were more likely to be lame (Rutherford et al., 2009), may be due to a positive
association between prevalent clinical lameness and heavier body weight (Wells et
al., 1993). According to herd size, we found more risk of lameness in LDH, as it was
reported (Flor and Tadich, 2008). Probably due to, in these herds, cows walk longer
distances, combined with hard surfaces, could become a significant cause of
lameness (Chesterton, 2006). On the other hand, in 2 studies done in Australian
pasture-based dairy farms, prevalence of lameness (5.7-6.9%) were not related to
farm size even when larger farms had longer walking distances to pasture and longer
time away from pasture due to increased herd milking time but these studies could
underestimate the true underlying level of disease (Beggs et al., 2015; 2019).

There are several studies that reported the association between heath events during
the transition period (Oltenacu et al., 1990; Correa et al., 1993; Oltenacu and Ekesbo,
1994; Suthar et al; 2013). These findings could not be corroborated in the present
study. Except for mastitis, lameness and RP-metritis, the frequency of other
conditions was very low (milk fever, down cow syndrome, etc.), which may have
contributed to a low statistical power.

Conclusion

Incidence of diseases in early lactation, was relatively high and with wide variation
across herds and mastitis was the most relevant. Multiparous cows had higher
proportion of cows with mastitis and retained placenta-metritis than primiparous.
Clinical mastitis and lameness was higher in larger than smaller dairy herds.
However, the present study did not found an association between diseases.
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Tables

Table 1. Descriptive characteristics of the 13 farms between March 2016 to February

2017
Cows Worker/ Kg conc Kg forage

Farms PP/MP Cows/Ha L/cow/day VO/VM 100 cows /cow/day /cow/day

1 31/66 1.0 21 0.86 3.1 5.2 9.0
2 18/68 1.2 17 0.82 1.2 3.8 8.0
3 33/66 1.0 22 0.87 18 7.0 8.0
4 45/130 14 21 0.86 1.6 6.3 8.3
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5 38/69 1.4 21 0.82 2.8 4.0 9.0
6 60/94 0.7 12 0.73 2.4 3.0 10.5
7 0/221 1.2 29 0.89 1.8 7.5 10.3
8 0/868 11 21 0.82 1.3 8.4 4.6
9 393/594 11 19 0.88 1.8 9.0 4.5
10  127/300 1.3 21 0.77 2.7 8.0 7.0
11 198/570 1.7 22 0.76 1.3 6.6 6.1
12 171/660 1.4 22 0.82 15 8.0 12.4
13 202/353 1.1 18 0.80 1.6 6.0 11.0

PP= Primiparous

MP= Multiparous

L/cow/day= Mean litres/cow/day

Kg Conc/cow/day= Mean Kg of DM offered as grain-based concentrate/cow/day throughout the year
Kg forage/cow/day = Mean kg DM offered as conserved forages/cow/day throughout the year

Table 2. Disease incidence and calving characteristics variability according to parity
in 13 grazing dairy herds.

SDH LDH
Mean SD Med Min Max | Mean SD Med Min Max | P value
Calving (n) | 119.6 1148 60.0 18.0 393.0| 3122 2749 221.0 66.0 868.0
Twins (%) 0.7 27 00 00 91 25 1.7 20 00 6.1 | 0.0001
Stillbirth (%) | 6.9 34 66 00 121 4.7 26 44 00 10.6 |<0.0001
RP-MET (%) | 3.8 37 24 00 105 5.3 39 45 03 131 NS
MAST (%) | 17.2 139 157 0.0 480 263 114 292 7.4 420 |<0.0001
LAME (%) 5.8 47 39 00 132 3.3 23 33 00 77 NS

TDI (%) 256 152 226 0.0 504 342 126 349 128 50.9 |<0.0001
TDI= total disease incidence

Table 3. Disease incidence and calving characteristics variability according to herd
size in 13 grazing dairy herds.

SDH LDH
Overall [Mean SD Med Min Max Mean SD Med Min Max | P value

Calving (n) 5375 134 50.5 107.0 86.0 221.0| 739.3 209.1 799.5 427.0 987.0
Twins (%) 2.2 20 23 17 00 70 2.2 12 17 10 38 NS
Stillbirth (%) 4.9 54 35 60 00 110 48 07 49 36 56 NS
RP-MET (%) 4.4 66 48 35 1.0 130 39 27 35 03 7.5 | 0.0003
MAST (%) 27.6 19.0 11.3 148 5.8 370 294 96 312 158 43.8 |<0.0001
LAME (%) 5.0 23 21 18 00 56 5.6 19 50 35 84 | 0.0001
TDI (%) 365 | 26.6 13.3 24.0 104 457 385 81 418 253 48.7 |<0.0001

TDI= total disease incidence

Table 4. Multilevel logistic regression model of risk factors for retention placenta-
metritis in 13 grazing dairy herds.

Variable Class Estimate SE OR 95%IC t valor Pr> |t
Intercept -3.4908 0.4478 -7.79 <.0001
Parity MP 0.3610 0.1738 144  1.02-2.02 2.08 0.0378
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Herd size LDH -0.5152 0.6024 0.59 0.18-1.95 -0.86 0.3925
Stillbirth Dead calf 1.4724 0.2046 436 2.92-6.51 7.20 <.0001
Twinning Twin birth 1.0200 0.3059 2.77  1.52-5.05 3.33 0.0009

Table 5. Multilevel logistic regression model of risk factors for clinical mastitis in 13
grazing dairy herds

Variable Class Estimate SE OR 95%IC t value Pr > |t|
Intercept -2.1782 0.2623 -8.30 <.0001

Parity MP 0.6122 0.08591 1.84 1.56-2.18 7.13 <.0001
Herd size LDH 0.9312 0.3550 2.54 1.26-5.09 2.62 0.0087

Table 5. Multilevel logistic regression model of risk factors for lameness in 13
grazing dairy herds.

Variable Class Estimate SE oD 95%IC t value Pr > |t|
Intercept -3.5798 0.2382 -15.03 <.0001

Parity MP -0.2025 0.1395 0.817 0.62-1.07 -1.45 0.1468
Herd size LDH 0.8982 0.2255 2.455 1.58-3.82 3.98 <.0001
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