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1. RESUMEN

Los objetivos de este estudio fueron determinar y comparar las caracteristicas fisicasy
quimicas del liquido ruminal obtenido por sonda oro-ruminal y ruminocentesis dorsal con
muestras obtenidas directamente del rumen en vacas fistulizadas y evaluar el estado de salud y
valores de pH ruminal, fecal y urinario de vacas lecheras en lactancia sometidas a
ruminocentesis dorsal repetidas.

En un primer experimento se utilizaron 4 vacas con fistula ruminal, las que fueron
sometidas a un régimen de muestreo que consistié en extraccion de muestras de liquido
ruminal de los sacos caudo ventral, caudo dorsal, craneo ventral y craneo dorsal del rumen a
través de la canula y mediante sonda oro-ruminal a las 8:30, 13:30 y 17:30 horas y mediante
ruminocentesis a las 17:30 horas. A las muestras se les determin6 los valores del pH, tiempo
de reduccion de azul de metileno y se registraron sus caracteristicas fisicas. No se encontraron
diferencias entre los valores de pH de las muestras obtenidas mediante ruminocentesis dorsal y
las del saco caudo ventral, presentando una correlacion muy alta entre sus valores de pH. Las
muestras obtenidas mediante sonda oro-ruminal presentaron valores de pH ruminal superiores
a las de los distintos sacos del rumen.

En el experimento 2 se utilizaron 30 vacas en lactancia, en las cuales se realizaron 5
ruminocentesis dorsales repetidas cada 5 dias y ademas se obtuvieron muestras de heces y
orina. A todas las muestras se les registraron los valores de pH. Previo y en los dos dias
posteriores a las ruminocentesis se registraron las temperaturas rectales para establecer
indicios de peritonitis u otra alteracion sistémica. También se registraron las respuestas de
dolor de las vacas a la puncion utilizando una escala de 1 a 5 seguin el comportamiento de las
vacas durante la puncion. No se produjeron alzas térmicas que indiquen cambios patoldgicos.
Se observo un 4% de aumentos de volumen en las zonas de puncion, los cuales desaparecieron
antes del término del estudio. Las reacciones de rechazo a la puncién fueron variadas,
observandose respuestas mas bruscas en las primeras ruminocentesis, por lo que se concluye
que el factor en éstas se relaciona mas al contacto con personas que con la puncion en si.

Se concluye que la ruminocentesis dorsal es una técnica practica que puede ser
utilizada con seguridad para diagnosticar alteraciones &cido-basicas ruminales en vacas
lecheras.

Palabras clave: ruminocentesis, acidosis, vacas, pH.



2. SUMMARY

DORSAL RUMINOCENTESIS ASSESSMENT AS A METHOD OF PROCUREMENT
OF RUMEN FLUID FOR DIAGNOSIS OF RUMEN ACID-BASE DISORDERS IN
DAIRY CATTLE

The aim of this study was to determine and compare the physical and chemical
characteristics of rumen fluid obtained by oro-ruminal tube and rumenocentesis with samples
obtained directly from the rumen in cannulated cows and evaluate the health, and rumenal,
fecal and urinary pH values of lactating dairy cows subjected to repeated dorsal
rumenocentesis.

In the first experiment 4 cows with rumen fistula were used, which were subject to a
sampling scheme consisting of removal of rumen fluid samples from caudo ventral, caudo
dorsal, craneo ventral and craneo dorsal rumen sacs through the cannula and oro-ruminal tube
at 8:30, 13:30 and 17:30 hours and by rumenocentesis at 17:30. Values of pH in all the
samples were determined, reduction time of methylene blue and physical characteristics were
recorded. No differences were found between pH values in the samples obtained by
rumenocentesis and caudo ventral sac, showing a very high correlation between pH values.
The samples obtained by oro-ruminal probe for rumen pH had higher values than those of the
different sacs in the rumen.

In the Experiment 2, 30 cows in lactation were used, in wich 5 repeated dorsal
rumenocentesis were performed every 5 days and furthermore faeces and urine samples were
taken. pH values were recorded in all the samples. Before and during the two days following
the rumenocentesis, rectal temperatures were recorded to establish evidence of peritonitis or
other systemic disturbance. Pain responses of the puncture were also recorded using a scale of
1 to 5 according to the behavior of cows during the puncture. There were not thermal increases
indicating pathologic changes. There was a 4% volume increases in the puncture sites, which
disappeared before the end of the study. The reactions of rejection to the puncture were
diverse, more abrupt responses were observed in the early rumenocentesis. We conclude that
the most important factor is related with the contact with people and not with the puncture
itself.

We conclude that the dorsal rumenocentesis is a practical technique that can be used safely
to diagnose rumen acid-base disturbances in dairy cows.

Key words: rumenocentesis, acidosis, cows, pH.



3. INTRODUCCION

3.1SITUACION EN CHILE DE LAS ALTERACIONES ACIDO-BASICAS
RUMINALES

En el sur de Chile, la pradera es la base de la alimentacion ganadera (Cuevas 1985). En
condiciones de secano, la produccion de pradera se caracteriza por una marcada estacionalidad
en el contenido de materia seca, reflejo de las condiciones climaticas. En estas praderas la
menor produccion se observa en los meses de verano e invierno y la mayor produccion y
calidad se alcanza en los meses de primavera (Romero 2003).

La alimentacion con forrajes de primavera, que generalmente poseen altas
concentraciones de proteina cruda y carbohidratos y la suplementacién con alimentos
energéticos pueden producir trastornos ruminales y presentacion de patologias como alcalosis
o0 acidosis ruminal (Noro y Sepulveda 2008).

El diagndstico de estas enfermedades, especialmente en sus formas sub-agudas es
dificil, ya que la signologia clinica de estos cuadros no es muy marcada (Garrett y col 1999),
por lo que serd de gran ayuda la estandarizacion de una técnica de obtencion de liquido
ruminal que pueda ser utilizada en la rutina a nivel de campo en planteles lecheros que basan
su alimentacion en praderas.

3.2 ACIDOSIS RUMINAL

La acidosis es una condicion patolégica asociada a la acumulacion de &cido en el
rumen, absorcién de D-lactato, deplecion de elementos alcalinos en sangre y tejidos
corporales, caracterizada por un aumento de las concentraciones de iones de hidrégeno (Blood
y Radostits 1989).

La acidosis ruminal es un trastorno digestivo asociado a alteracién en la fermentacién
ruminal, que se refleja en una disminucion del pH ruminal del rebafio. La acidosis ruminal
lactica, también conocida como sobrecarga de granos, envenenamiento por granos, indigestion
aguda se desarrolla en ganado que ingiere grandes cantidades de alimento rico en



carbohidratos fermentables en el rumen, sin previa adaptacion o en vacas en el periodo de
transicion de la produccién lactea (Nocek 1997).

El cuadro de acidosis suele iniciarse con la fermentacion rapida de los carbohidratos no
fibrosos (almidon y azucares) y el incremento en la tasa de crecimiento de las bacterias
amiloliticas en contra de las celuloliticas, resultando en un incremento en la produccion de
acidos grasos volatiles (AGVs) y la consecuente reduccion en el pH del liquido ruminal. Esto
favorece el desarrollo de bacterias productoras de acido lactico (Streptococcus bovis) que
habiendo la suficiente cantidad de carbohidratos puede llegar a producir suficiente acido
lactico para bajar el pH a 5,0 0 menos (Slyter 1976).

Las bacterias utilizadoras de &cido lactico como Megaesphera elsdenii y Selenomonas
ruminantium convierten el acido lactico en otros AGVs que son absorbidos a través de la
pared ruminal. Estas bacterias son sensibles a un pH reducido, que hace aumentar su tiempo
de crecimiento, por lo que se favorece la acumulacién de acido lactico. Cuando el pH se
reduce a 5,0, ambos grupos desaparecen y son sustituidos por Lactobacilus spp., productores
de acido lactico. Los lactobacilos utilizan grandes cantidades de carbohidratos fermentables
para producir acido lactico (isomeros D y L), cuando estas cantidades son excesivas producen
los cuadros de acidosis lactica ruminal. A medida que se reduce el pH ruminal, las
contracciones del rumen disminuyen hasta que el pH ruminal sea igual o inferior a 5,0 donde
se produce la atonia ruminal (Asanuma e Hino 2002).

En situaciones de acidosis la osmolaridad ruminal aumenta de su valor fisioldgico de
280 mOsm/L pudiendo alcanzar 400 mOsm/L en casos agudos, debido a la produccién de
acido lactico. Ambas formas de acido lactico (D y L) producen un aumento de la osmolaridad
ruminal que produce un secuestro de agua desde la circulacion periférica y consecuentemente
causa deshidratacion. Como el acido lactico pasa del abomaso hacia el tracto intestinal, crea
un gradiente osmotico. EI aumento resultante de liquido en el lumen es responsable de la
profusa diarrea y deshidratacion subsiguiente visto en la acidosis clinica (Nocek 1997).

Las altas concentraciones de acido lactico en el rumen producen ruminitis quimica,
predisponiendo a la ruminitis micética. La disminucion del pH facilita el crecimiento de
Mucor, Rhizopus y Absidia sp. los que invaden los vasos ruminales, produciendo trombosis e
infartacion. La ruminitis micética aparece en animales que parecen haberse recuperado, pero
enferman nuevamente de forma muy severa en el tercer o cuarto dia. La ruminitis micotica se
caracteriza por un rumen sin tono, lleno de liquido, deshidratacion a pesar de administrar
fluidoterapia, diarrea, anorexia, debilidad, decubito y muerte dentro de 2 a 3 dias debido a la
peritonitis aguda difusa (Blood y Radostits 1989, Slyter 1976).

3.2.1 Cuadros clinicos

3.2.1.1 Acidosis ruminal sub-aguda (SARA). Esta enfermedad que afecta tanto al ganado
lechero como de engorda, ha sido nombrada de diversas formas en la literatura pero la forma
mas reciente y ampliamente aceptada es la de SARA (Nordlund y col 1995, Garrett y col
1999) por su sigla del inglés.



SARA se define como una disminucion intermitente del pH ruminal, hasta llegar a
valores no fisiologicos, con un pH entre 5,2 y 5,6 (Owens y col 1998) esto luego de ingerir
una dieta basada en concentrado, cuando el rumen no esta adaptado a este, ya sea en su flora 'y
su mucosa (Kleen y col 2003). La dieta rica en concentrados produce, a corto plazo, un
notable aumento en la produccion de leche del rebafio, pero a largo plazo produce efectos
negativos en la salud de éste (Oetzel 2003). Este cambio brusco de alimentacion rica en
carbohidratos fermentables produce en el rumen una gran cantidad de AGVs, lo que conlleva
que el pH del ambiente ruminal disminuya bajo el valor fisioldgico (Kleen y col 2003). Como
respuesta al aumento de AGVs en el rumen, su mucosa responde aumentando el tamafio de las
papilas ruminales, las que juegan un importante rol en la absorcion de los AGVs, pero si este
cambio de dieta es muy brusco, y las concentraciones de AGVs aumentan en un corto periodo
de tiempo, las papilas ruminales no crecen lo suficiente, no habiendo suficiente superficie de
absorcion para la cantidad de AGVs producidos en el rumen (Nordlund y col 1995), situacion
que se observa en vacas en periodo de transicion alimentaria.

El pH ruminal varia durante el transcurso del dia entre 0,5 a 1,0 unidad de pH, siendo
el punto mas bajo o de mayor acidez después de 2 a 4 horas post ingesta de alimento ricos en
carbohidratos altamente fermentables (Oetzel 2003). El limite critico de pH ruminal seria de
5,5, algunas horas después de la ingesta de concentrado (Nordlund y Garrett 1994, Garrett y
col 1999).

En un estudio realizado en un predio lechero en Valdivia (Scandolo y col 2007) se
observo la variacion de pH ruminal durante el dia en vacas Frison Negro a pastoreo en pradera
mixta con predominio de ballica. Este estudio mostré que el pH del liquido ruminal de las
vacas disminuy6 durante el dia, de 6,70 a las 8:00 horas a 5,99 a las 21:00 horas (P < 0,05) y
present6d una estrecha asociacion con la hora del dia (r = -0,77). La variacion diaria del pH
ruminal estd asociada a la periodicidad de la ingesta de forrajes y a los periodos de rumia de
las vacas durante el dia (Hinostroza 2004), siendo mas bajo cuando la ingesta de materia seca
(MS) de alta digestibilidad es mayor (Wales y col 2004), lo que provoca una mayor
fermentacion ruminal, produccion de CO, y de AGVs, los cuales son los principales
responsables de la acidificacion ruminal (Kolver y Veth 2002).

SARA representa uno de los trastornos metabolicos mas importantes en lecherias con
manejo intensivo, por afectar la fermentacion ruminal, el bienestar animal y la productividad y
rentabilidad pecuaria (Morgante y col 2007) pero a menudo es confundida con alteraciones
relacionadas a la baja calidad del forraje. A consecuencia de esto puede producir una gran
pérdida econdmica, debido a la disminucion de la eficiencia productiva de los rebafios
afectados (Garrett y col 1999).

Debido a muchas razones se hace dificultoso el diagnostico de SARA en el campo,
pero el factor mas importante es que no se ha desarrollado un test diagndstico especifico. En
forma general se reconocen dos grupos de riesgo de presentacion de SARA, uno de vacas
periparturientas con menos de 20 dias de lactancia y con el rumen no adaptado a la dieta, y
otro de vacas entre 45 a 150 dias de lactancia, las que debieran estar bien adaptadas a la dieta
(Roberts y Delgado 2001).



Las vacas periparturientas poseen riesgo de desarrollar SARA debido al tiempo
requerido para el cambio de microflora ruminal, al tiempo requerido para la elongacion de las
papilas ruminales y por la disminucion de la ingesta de materia seca previo y posterior al
parto. La acidosis por mala formulacion y entrega de la racion se desarrolla en vacas entre 45 a
150 dias de lactancia por una dieta deficiente en fibra debida a algun error en el manejo del
racionamiento o por un tamarfio excesivo de la racién (Nordlund y col 1995).

Los signos clinicos de SARA son insidiosos y considerablemente menos manifiestos
que los de acidosis aguda. Su mayor manifestacion clinica es la reduccién en la frecuencia y
cantidad de ingesta de alimento, aunque también los animales pueden presentarse letargicos,
con baja produccién de leche, reduccion de grasa lactea, pérdida de condicién corporal,
presentacion de diarrea, alta incidencia y prevalencia de laminitis que conlleva a una alta tasa
de reposicion (Garrett y col 1999).

3.2.1.2. Acidosis ruminal aguda. Esta definida como una condicion en la cual el pH
ruminal es menor a 5,0 (Owens y col 1998). Se desarrolla como consecuencia del consumo de
grandes cantidades de carbohidratos altamente fermentables en rumiantes no acostumbrados a
dietas altas en energia y produce un aumento importante en la concentracion de acido lactico,
un aumento de la concentracion de AGVs y la disminucion de la poblacion de protozoos
(Nocek 1997).

La acidosis aguda se presenta con signologia y sintomatologia especifica, la cual, si es
detectada a tiempo, puede ser tratada directamente (Nocek 1997). Los signos dependen de la
cantidad y tipo de alimento ingerido, y se hacen mas evidentes 8 a 36 horas después que el
animal ha ingerido grandes cantidades de carbohidratos de rapida digestion. Los primeros
signos en aparecer son ataxia notoria al caminar, depresion y anorexia, luego aumento de
temperatura corporal y de frecuencias cardiaca y respiratoria (Noro y Sepulveda 2008).

En cuadros avanzados se presenta hipotermia e hipoventilacion, con hipomotilidad o
atonia ruminal, lo que luego provoca timpanismo. Las heces cambian a una consistencia mas
blanda, liquida o espumosa, de color claro y olor &cido intenso. Es comdn la anuria, resultado
de la deshidratacion severa que se produce 24 a 48 horas después del inicio del cuadro.
Animales severamente afectados pueden presentar marcha tambaleante, depresion, opistétono,
rigidez muscular y presionar la cabeza contra objetos. En estados terminales generalmente se
encuentran en decubito y se miran el flanco, similar a una vaca con hipocalcemia (Noro y
Sepulveda 2008).

3.2.2. Secuelas de la acidosis

La laminitis que afecta a vacas con SARA se describe como una laminitis subaguda,
incluso cronica en algunos casos, dependiendo de la duracién de la enfermedad. Algunos de
los signos observados en casos confirmados de SARA son: decoloracién y deformacion de los
cascos, hemorragia de la suela, Ulceras, abscesos y suelas con doble pared (Nordlund y col
1995).



La acidosis también se asocia a la inflamacion de diversos 6rganos y tejidos. Un
examen fisico revelara la presencia de abscesos subcutaneos no relacionados a inyecciones
(Nordlund y col 1995). Se reportan casos de acidosis ruminal no agudas que se asocian a
abscesos hepaticos (Dirksen 1985, Nordlund y col 1995, Garry 2002). También pueden
encontrarse abscesos y procesos inflamatorios en corazon, rifiones (Kleen y col 2003) y
pulmones (Nordlund y col 1995). Ademas de esto se han reportado hemoptisis y epistaxis en
rebafios con SARA, las que debieran relacionarse con neumonia bacteriana o sindrome de la
vena cava caudal (Nordlund y col 1995, Kleen y col 2003).

Se describen también alteraciones de las caracteristicas de las heces, las cuales se
alteran en su color, se vuelven mas claras y amarillentas. Su pH disminuye hasta volverse
levemente acido (Dirksen 1985). El olor se vuelve agridulce (Kleen y col 2003) y se presentan
trozos de pasto indigeridas, de 1 a 2 cm debiendo ser como maximo de 0,5 cm; también se
pueden observar granos enteros de cereales (Garry 2002).

Otra consecuencia de SARA es la disminucion del porcentaje de grasa en la leche
producida (Nordlund y col 1995). Como esto ocurre generalmente en casos individuales
aislados, esta disminucion de grasa en la leche no se refleja en muestras tomadas en el tanque
de recoleccion (Nocek 1997). Existe una cierta correlacion entre SARA y la disminucion de
grasa lactea, ya que ambas aparecen en situaciones cuando la dieta es alta en concentrado y
baja en fibra o fibra estructural (Kleen y col 2003).

3.3ALCALOSIS RUMINAL

Es un cuadro patoldgico que se presenta generalmente en animales suplementados con
compuestos nitrogenados, los que llevan a la produccion de amonio (NH4") en el rumen. Los
cuadros de alcalosis ruminal primaria generalmente afectan a rebafios no suplementados con
concentrados, que ingieren praderas inmaduras, con excesiva cantidad de proteina, la que es
prontamente degradada en el rumen o rebafios suplementados con nitrégeno no proteico. En
cualquiera de estos casos, la alcalinizacion del rumen se produce por una excesiva generacion
de NH,", el que resulta del proceso fermentativo bacteriano, y se utiliza como fuente de N para
la sintesis de proteina microbiana. Cuando la cantidad de NH;" excede la capacidad de los
microorganismos ruminales de utilizarlo para sintesis de proteina, se acumula y alcaliniza el
pH ruminal (Noro y Sepulveda 2008).

Elevadas concentraciones de NH4" asociado con un pH ruminal sobre 7,5 sugiere una
excesiva ingesta de nitrégeno no proteico, lo que puede deberse a suplementacion con urea,
biuret, fosfato de amonio o ingestion accidental de fertilizantes nitrogenados. En algunos casos
una ingesta excesiva de nitrégeno no proteico puede derivar en una intoxicacion, las cuales se
caracterizan por signos clinicos digestivos, pH ruminal entre 7,5 y 8,5 e intenso olor
amoniacal (Noro y Sepulveda 2008).



En el sur de Chile el sistema de produccién lechera es en base a pastoreo en praderas
fertilizadas con nitrégeno con concentraciones de proteina de un 26% como promedio en junio
para la zona sur, y un 30% en julio para las praderas de la zona de Valdivia (Anrique y col
2008). El consumo de praderas con alto contenido de N se asocia comUnmente con una baja
eficiencia de utilizacion de N, lo que provoca un aumento en la cantidad de NH;" en el liquido
ruminal, lo que puede llevar al desarrollo de una alcalosis ruminal (Noro y Sepulveda 2008).
Las consecuencias de una alcalosis ruminal en el rebafio todavia no estan esclarecidas, sin
embargo indican una ineficiencia en el uso y aprovechamiento de la proteina dietética.

3.4OBTEN§IIC)N DE LIQUIDO RUMINAL, HECES Y ORINA PARA EL
DIAGNOSTICO DE ALTERACIONES ACIDO-BASICAS RUMINALES

El pH del liquido ruminal de las vacas a pastoreo disminuye durante el dia, como lo
observd Scandolo y col (2007), en cuyo estudio observd una variacién desde 6,70 puntos de
pH a las 8:00 horas a 5,99 puntos de pH a las 21:00 horas, por lo que para el diagndstico de
SARA se recomienda la toma de la muestra en la tarde, luego de 3 a 5 horas de la alimentacién
con concentrados.

El pH del liquido ruminal también varia en los diferentes lugares del rumen, por lo
tanto, la evaluacién de su pH debe realizarse en muestras obtenidas desde la misma regién del
rumen en cada muestreo. La muestra mas representativa de liquido ruminal para la
determinacion de pH deberia ser una muestra compuesta colectada desde varios sitios del
rumen, o0 una muestra obtenida desde el centro del rumen, sin embargo estas muestras no
pueden ser obtenidas en condiciones de campo (Garrett y col 1999).

Existen dos maneras de obtener muestras de liquido ruminal en condiciones de campo,
la sonda oro-ruminal y la ruminocentesis (Duffield y col 2004).

Estudios previos indican que la obtencién de muestras de liquido ruminal por medio de
ruminocentesis tiene una especificidad similar a la sonda oro-ruminal, pero una sensibilidad
mayor (Duffield y col 2004). Otro punto a considerar es la contaminacion con saliva que
afecta a la muestra al obtenerla con sonda, alterando sus valores de pH, por lo que se
recomienda el uso de ruminocentesis como prueba de campo para el diagnostico de SARA,
siempre cuando esté asociada a la observacion de signos clinicos e historia del rebafio
(Duffield y col 2004).

En un estudio realizado por Garrett y col (1999) en vacas en condiciones de manejo
intensivo, se observd que el pH del liquido obtenido mediante puncion y a través de una
canula era muy similar, y que no existe diferencia de pH entre una muestra de contenido



ruminal obtenida por canula y el liquido ruminal obtenido al filtrar esta muestra, lo que indica
que la aspiracion y la filtracidn no altera el pH de la muestra.

3.4.1. Sonda oro-ruminal

La obtencién de liquido ruminal con sonda se realiza utilizando un tubo plastico o de
goma de aproximadamente 2,3 m de largo y 1 cm de diametro, el que se introduce via oral y
protegido por un abreboca y puede ayudarse de bombas aspirantes. Los principales
inconvenientes de esta técnica son la contaminacién con saliva, la cual haria aumentar el pH
entre 0,6 a 1,7 puntos, inhibiendo la actividad de los microorganismos ruminales, por otra
parte, su ventaja radica en poder obtener grandes volimenes de liquido ruminal (Wittwer
2008).

3.4.2. Ruminocentesis

Para la realizacion de la ruminocentesis se procede a sujetar la vaca, se tricotomiza y
desinfecta con alcohol yodado el sitio de puncién y se emplea una aguja de 12 a 15 cm de
largo y de 12G con la que se extraen de 2 a 5 ml de liquido ruminal, aproximadamente. Los
animales pueden ser sedados con 0,01 mg/kg de xilazina administrada endovenosa (Nordlund
y Garrett 1994).

3.4.2.1. Ruminocentesis caudo ventral. Se inserta la aguja en el flanco izquierdo a la altura
del pliegue de la babilla, 15 a 20 cm caudo ventral a la unién costo-condral de la Gltima
costilla hacia el saco ventral del rumen para obtener una alicuota (Nordlund y Garrett 1994).

3.4.2.2. Ruminocentesis dorsal. La ruminocentesis se realiza en la parte ventral de la fosa
paralumbar, se introduce la aguja estéril, en direccion ventral a través de la piel, en el rumen, y
se aspira el liquido ruminal con la jeringa para luego determinar pH. De la experiencia
acumulada, la técnica no es de riesgo para la vaca y se consigue una rapida obtencion de
muestra de liquido ruminal (Roberts y Delgado 2001).

Las muestras obtenidas por ruminocentesis o sonda se depositan en un recipiente y
luego se introduce en éste el potenciometro, inmediatamente luego de ser extraido. El
potencidmetro dard una lectura digital del pH del liquido ruminal. Si el pH esta debajo de 5,6
se diagnostica SARA. Una muestra de 12 vacas de un rebafio o grupo de alimentacién con un
namero critico de 3 vacas con pH ruminal menor a 5,6, seria un buen indicador para
diferenciar entre rebafios con una prevalencia de 15% o menos, de rebafios con méas de 30% de
prevalencia de SARA (Garrett y col 1999).
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3.4.3. pH fecal

El pH fecal tiene una pobre correlacion con el pH ruminal a causa de la fermentacion y
el efecto buffer en el rumen de las vacas lecheras (Clayton y col 1999), por lo que no tiene
mayor utilidad para el diagnostico de SARA.

El pH de las heces en animales sanos se encuentra entre 7,0 y 8,5, presentandose mas
acido en acidosis ruminal aguda y maés alcalina en descomposicion intestinal con microflora
proteolitica presente (Rosenberger 1979).

3.4.4. pH urinario

Segun un estudio realizado por Bouda y col (1997), seria posible acercarse mas a un
diagnostico de acidosis ruminal con la medicién del pH de la orina, que corroborard los
hallazgos de la historia clinica, examen fisico y el pH del liquido ruminal.

El pH de la orina también se veria afectado por la acidosis ruminal, esperando que en
animales sanos se encuentren dentro del rango de 7,7 a 8,4. Los valores fuera de estos rangos,
ya sean superiores o inferiores deben ser considerados como patoldgicos (Bouda y col 1997).
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3.5HIPOTESIS

Las caracteristicas fisicas y quimicas del liquido ruminal obtenido mediante sonda oro-
ruminal, ruminocentesis dorsal y canula desde el saco caudo ventral del rumen son similares.

La técnica de ruminocentesis dorsal realizada en vacas en lactancia permite la
obtencion de muestras de liquido ruminal para establecer su pH sin alterar el estado de salud
de los animales.
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3.6 OBJETIVOS

3.6.1 Objetivos generales

Determinar y comparar las caracteristicas fisicas y quimicas del liquido ruminal
obtenido por sonda oro-ruminal y ruminocentesis dorsal con muestras obtenidas directamente
del rumen en vacas canuladas.

Evaluar el estado de salud y valores de pH ruminal, fecal y urinario de vacas lecheras
en lactancia sometidas a ruminocentesis dorsal repetidas.

3.6.2 Objetivos especificos

— Determinar y comparar el color, olor, viscosidad, pH, tiempo de reduccién de azul de
metileno (TRAM) en muestras de liquido ruminal obtenidas mediante sonda oro-
ruminal, ruminocentesis y por canula en vacas en lactancia.

— Determinar en vacas canuladas el grado de asociacién entre los valores de pH de
liquido ruminal obtenidos mediante sonda oro-ruminal, ruminocentesis y de canula.

— Evaluar el estado de salud mediante examen clinico del animal, la temperatura rectal y
la determinacion de la presencia de aumentos de volumen y sensibilidad en la regién
de la ruminocentesis en vacas en lactancia sometidas a ruminocentesis repetidas.

— Verificar el grado de asociacion entre los valores de pH de liquido ruminal, urinario y
fecal de vacas en lactancia sometidas a ruminocentesis repetidas.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 EXPERIMENTO 1

4.1.1. Ubicacién del ensayo

Se realiz6 en la estacion experimental Vista Alegre dependiente de la Universidad
Austral de Chile ubicado a 9 kilometros al norte de Valdivia, provincia de Valdivia en la XIV
Region, Chile (39°48’ LSy 73°13’ LO) a una altura promedio de 12 metros sobre el mar.

4.1.2. Animales e identificacion

Se emplearon 4 vacas Frison Negro en lactancia, fistuladas con canulas ruminales. Las
vacas fueron identificados con el nimero de autocrotal. Las vacas se encontraban a pastoreo
en pradera en la que prevalece ballica (Lolium perenne). Ademas se les administré 2 kg de
concentrado en la ordefia de las 8:00 horas de la mafiana y 2 kg en la ordefia de las 17:00 horas
de la tarde y sales minerales.

4.1.3. Duracién del ensayo

El ensayo tuvo una duracion de 24 dias, entre el 28 de noviembre y el 21 de diciembre
del 2008.

4.1.4. Obtencion de muestras

Se recolectaron muestras de liquido ruminal de los 4 animales, efectuando 3 muestreos
diarios (8:30, 13:30 y 17:30 h.) En cada muestreo fueron obtenidas una muestra mediante
sonda oro-ruminal y 4 muestras de distintas zonas del rumen (craneo ventral, craneo dorsal,
caudo ventral y caudo dorsal), a través de la canula ruminal. Los mismos dias se obtuvieron
las muestras de liquido ruminal mediante ruminocentesis dorsal a las 17:30 h.

Los muestreos se realizaron con 4 repeticiones por animal con intervalo minimo de 3
dias de descanso entre ellos. Ademas se realizé una quinta ruminocentesis y obtencion de una
muestra de liquido ruminal a través de canula desde el saco caudo ventral.

Para la realizacion de la ruminocentesis dorsal, primero se tricotomizd la region del
flanco, luego se limpid y desinfecté con algodon empapado en alcohol yodado. Se realizé una
puncidn en la fosa paralumbar, con una aguja de 15 cm de largo y 12G, 15 a 20 cm ventral a
los procesos transversos de las vértebras lumbares. Luego de esto se conectd una jeringa de 20
ml a la aguja y se aspir0 hasta obtener un volumen aproximado de 3,5 ml de muestra de
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liquido ruminal. Se retird la aguja y se vertio la muestra de liquido ruminal en un tubo, y luego
se sumergio el potencidmetro del pH-metro para obtener la lectura del pH.

La obtenciéon de liquido ruminal con sonda se realiz6 utilizando un tubo plastico
introducido al rumen via oral, ayudado por sujecion del animal mediante una tijera y un
ayudante sujetando la cabeza y un especulo, para evitar que el animal muerda el tubo.

Para la obtencion de liquido ruminal a través de la canula, se introdujo un vaso plastico
para obtencion de muestras en el rumen, se situd en el saco correspondiente, se cubri6 con la
mano Y se retird. Luego los vasos fueron tapados herméticamente con su respectiva tapa rosca
y mantenidos a 37 °C.

4.1.5. Analisis de muestras

4.15.1. pH ruminal. Los valores de pH de las muestras de liquido ruminal fueron
determinados mediante el uso de un pH-metro digital portatil Hanna Instruments® modelo HI-
98127. Esta determinacidn se realiz6 dentro de 2 minutos de obtenida la muestra.

4.1.5.2. Tiempo reduccion azul de metileno (TRAM). En las muestras de liquido ruminal
obtenidas por sonda oro-ruminal y las obtenidas a través de la canula fueron realizados el test
de reduccidn de azul de metileno, incubando a 37°C una alicuota de 2,5 ml de cada muestra en
un tubo de ensayo y agregando 0,125 ml de Azul de metileno al 0,03%.

4.1.5.3. Color, olor y viscosidad. Se realizo un examen fisico del liquido ruminal obtenido en
el que se registrd su color, olor y viscosidad.

4.1.6. Analisis estadistico

Los datos fueron ingresados a una planilla Excel 2007 se analizaron mediante
estadistica descriptiva usando la media (X), desviacion estandar (DE) y error estandar (EE).
Los datos fueron evaluados en cuanto a normalidad por Shapiro-Wilk y homocedasticidad
mediante la prueba de Barttlet’s. Los valores fueron comparados mediante ANDEVA de
muestras repetidas, Kruskall-Wallis, Prueba T de Student o Mann-Wittney, segun
corresponda. Se consideraron diferencias cuando el valor de P fue inferior a 0,05. Se
correlacionaron los valores de pH ruminal entre las muestras obtenidas por sonda oro-ruminal,
mediante cénula y ruminocentesis. ElI programa computacional utilizado fue el Statistix
version 8.0 para Windows (Statistix 8, Copyright© 1985-2003, Analytical Software, USA).
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4.2 EXPERIMENTO 2

4.2.1. Ubicacién del ensayo

Se realiz6 en la estacion experimental Santa Rosa dependiente de la Universidad
Austral de Chile ubicado a 12 kilébmetros al norte de Valdivia (39°46° LS y 73°13’ LO),
provincia de Valdivia en la XIV Regidn, Chile.

4.2.2. Animales e identificacién

Se emplearon 30 vacas Frison Negro en inicio de lactancia. Los animales fueron
identificados mediante su nimero de autocrotal. Los animales se encontraban a pastoreo en
pradera en la que prevalece ballica (Lolium perenne). Ademas los animales recibian 2 kg de
concentrado en la ordefia de las 8:00 horas de la mafiana y 2 kg en la ordefia de las 17:00 horas
de la tarde y sales minerales.

4.2.3. Duracion del ensayo

El ensayo durd de 22 dias, entre el 4 y 26 de diciembre del 2008.

4.2.4. Obtencion de muestras

4.2.4.1. Técnica de ruminocentesis. Se realizo la técnica de ruminocentesis dorsal a todos los
animales en la forma descrita en el experimento 1. Esta ruminocentesis se realizo entre las
15:00 y 16:00 en 5 oportunidades, los dias 0, 5, 10, 15y 20 del estudio.

Se evalud el procedimiento de ruminocentesis observando el comportamiento de los
animales durante su ejecucién y la efectividad de obtener un volumen mayor a 3 ml de
muestra de liquido ruminal. EI comportamiento fue medido segun la modificacion de la escala
corta de Glasgow para evaluar dolor (Murrell y col 2008). Se realizaron ruminocentesis y
recoleccion de muestras de heces y orina a los dias 0, 5, 10, 15 y 20 del estudio.

1) Comportamiento de la vaca durante la puncién:
Indiferente
Movimiento calmo
Movimiento moderado
Movimientos bruscos
Patea

A~ wWwPNDEFE O
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Las eventuales alteraciones clinicas producidas por la ruminocentesis se evaluaron
determinando la temperatura rectal de las vacas en el dia de la ruminocentesis y a las 24 y 48
horas posteriores entre las 15:30 y 17:00 hrs. Ademas se visualizé y palp6 el area puncionada
para evaluar aumentos de volumen y dolor. Este Gltimo se evalud segun su respuesta al ejercer
presion moderada en el sitio de puncion.

2) Al ejercer una presion moderada en el sitio de puncion:
No hace nada:
Vuelve la vista:
Intenta retirarse:
Patea:
Vocaliza:

A wWNPEFO

4.2.4.2. Muestras de heces. Se obtuvieron a las mismas horas y oportunidades en que se
realizd ruminocentesis. Su obtencion se realizd mediante recoleccion manual desde el recto
con una manga de palpacion rectal.

4.2.4.3. Muestras de orina. Se obtuvieron a las mismas horas y oportunidades en que se
realiz6 ruminocentesis. Su obtencion se realizd6 mediante estimulo manual del vértice caudal
de la vulva, recolectandose al menos 10 ml en envases plasticos.

4.2 5. Analisis de muestras

Los valores de pH en las muestras de liquido ruminal, heces y orina fueron
determinados mediante el uso de un pH-metro digital portatil Hanna Instruments® modelo HI-
98127. Esta determinacidn se realiz6 dentro de 2 minutos de obtenida la muestra.

4.2.6. Analisis estadistico

Los datos fueron ingresados a una planilla Excel 2007 se analizaron mediante
estadistica descriptiva usando promedios (X), desviacion estandar (DE) y error estandar (EE).
Se determind mediante andlisis de correlacion la presencia de asociacion entre el pH ruminal,
urinario y fecal. El programa computacional utilizado fue el Statistix version 8.0 para
Windows (Statistix 8, Copyright© 1985-2003, Analytical Software, USA).
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5. RESULTADOS

5.1. EXPERIMENTO 1

5.1.1. Analisis de pH del liquido ruminal

El valor promedio de pH del liquido ruminal obtenido mediante sonda fue superior al
de las muestras obtenidas de los sacos craneo ventral, craneo dorsal, caudo ventral, caudo
dorsal y por ruminocentesis (p<0,05), que presentaron valores similares entre si (p>0,05;
Cuadro 1). Sin embargo, durante el muestreo de las 8:30 horas los valores de pH ruminal de
muestras obtenidas del saco craneo dorsal presentaron valores superiores a los obtenidos de
los sacos craneo ventral, caudo dorsal y caudo ventral del rumen (p<0,05; Figura 1). A su vez,
los valores de pH ruminal se mantuvieron sin mayores fluctuaciones entre los muestreos de las
8:30 horas, 13:30 horas y 17:30 horas (p>0,05; Figura 1).

mSonda ®CraneoDorsal ® Craneo Ventral ®mCaudoDorsal ® Caudo Ventral mRuminocentesisDorsal
8,00 S a a
7,50
=
£
= 7,00
=
-
=
= 6,50 -
6,00
5,50
08:30 13:30 17:30
Hora del dia

Figura 1. Valores medios (X £ DE) de pH de liquido ruminal obtenidos mediante sonda oro-
ruminal, de los sacos craneo ventral, craneo dorsal, caudo ventral y caudo dorsal del

rumen mediante canula ruminal y ruminocentesis dorsal.
abe | etras distintas indican diferencias entre tratamientos, p<0,05.
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Los valores promedios de pH de las muestras obtenidas mediante sonda oro-ruminal
fueron mayores en aproximadamente un punto a los obtenidos mediante canula o
ruminocentesis. Los valores maximos de pH de liquido ruminal obtenido por sonda oro-
ruminal (pH=9,0) fueron superiores a los pH maximos observados en las muestras obtenidos
del saco caudo ventral (pH=7,6) y ruminocentesis (pH=7,6) (Cuadro 1).

Los valores minimos de pH ruminal de muestras obtenidas mediante sonda también
registraron valores mas altos que los obtenidos de los distintos sacos del rumen mediante
canula (Cuadro 1).

Los valores medio, minimo y méaximo de pH ruminal obtenidos mediante
ruminocentesis fueron similares a los muestras obtenidas de los distintos sacos del rumen
mediante canula (p>0,05; Cuadro 1).

Cuadro 1. Namero de muestras (n), valores medios (X + DE) y valor minimo y méaximo de
pH de liquido ruminal obtenidos mediante sonda oro-ruminal, ruminocentesis
dorsal y de los sacos craneo ventral, craneo dorsal, caudo ventral y caudo dorsal
del rumen mediante canula ruminal.

Muestra N Media =+ DE Valor Minimo Valor Maximo
Sonda 48 7,62+ 0,54 6,60 9,00
Craneo Dorsal 48 7,00+ 0,47 5,90 7,80
Craneo Ventral 52 6,65+ 0,50 5,50 7,70
Caudo Dorsal 48 6,70+ 0,46 5,70 8,00
Caudo Ventral 48 6,62 + 0,45 5,70 7,60
Ruminocentesis 19 6,69 + 0,54 5,60 7,60

Los valores de pH ruminal de las muestras obtenidas mediante sonda oro-ruminal
presentaron una buena correlacion con el pH de las muestras obtenidas del saco craneo ventral
(r=0,72) y baja correlacién con las muestras obtenidas del saco craneo dorsal, caudo dorsal y
caudo ventral del rumen (Cuadro 2).

Por otro lado se observé una buena correlacion entre el pH del liquido ruminal de las
muestras obtenidas mediante ruminocentesis dorsal y las muestras del saco caudo ventral
(r=0,77; Cuadro 2; Figura 2d), seguida por la craneo ventral (r=0,76; Cuadro 2; Figura 2b), y
menores correlaciones con el pH de las muestras del saco craneo dorsal (r=0,66; Cuadro 2;
Figura 2a) y del saco caudo dorsal (r=0,59; Cuadro 2; Figura 2c).

Cabe destacar que se intent6 obtener liquido ruminal por ruminocentesis caudo ventral,
segun lo descrito por Nordlund y Garrett (1994), e incluir estos resultados en este estudio, pero
representd un riesgo para la integridad de las vacas puncionadas y para el encargado de
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recolectar las muestras, por la violenta reaccion de las vacas y el dificil acceso a la region

caudo ventral del abdomen de la vaca ubicada en la manga.

Cuadro 2. Valores r (p) de correlacion de Pearson entre los valores de pH de liquido ruminal
obtenidos mediante sonda oro-ruminal, ruminocentesis dorsal y de los sacos
craneo ventral, craneo dorsal, caudo ventral y caudo dorsal del rumen mediante

canula ruminal.

Sonda Créaneo Créaneo Caudo Caudo
Dorsal Ventral Dorsal Ventral
Craneo Dorsal 0,5590
(0,0000)
Craneo Ventral 0,7231 0,7555
(0,0000) (0,0000)
Caudo Dorsal 0,4546 0,7490 0,7460
(0,0012) (0,0000) (0,0000)
Caudo Ventral 0,5849 0,6810 0,7785 0,7248
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000)
Ruminocentesis  0,4443 0,6632 0,7613 0,5929 0,7734
(0,0971) (0,0070) (0,0002) (0,0198) (0,0001)
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Figura 2. Curvas de regresion y valores de correlacion entre pH del liquido ruminal de
muestras obtenidas mediante ruminocentesis dorsal y muestras obtenidas mediante
canula desde los sacos craneo dorsal (a), craneo ventral (b) caudo dorsal (c) y

5.1.2. Anélisis quimico del liquido ruminal

caudo ventral (d) del rumen.

En relacion al tiempo de reduccion de azul de metileno (TRAM), las muestras

obtenidas mediante sonda oro-ruminal presentaron un mayor TRAM que las muestras
obtenidas del saco caudo ventral del rumen o ruminocentesis, las cuales fueron similares entre
si (Cuadro 3). Por otro lado en algunas muestras obtenidas por sonda oro-ruminal no se
produjo la reduccion del azul de metileno.
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Cuadro 3. Numero de muestras (n), valores medios (X + DE) y valor minimo y méaximo de
TRAM de muestras de liquido ruminal medido en segundos.

N Media D.E. Minimo Maximo
Caudo Ventral 45 84 42 25 225
Sonda 46 245 125 44 360
Ruminocentesis 13 130 72 60 290

5.1.3. Analisis de las caracteristicas fisicas del liquido ruminal

En la clasificacion de acuerdo al color, al menos el 56% de las muestras obtenidas de
cada uno de los sacos del rumen y a través de sonda fue categorizada como verde (Cuadro 4),
sin embargo, no se observaron diferencias de color entre ellas (p>0,05).

En cuanto a la clasificacion de olor, la categoria asignada con mayor frecuencia fue la
de olor suave (Cuadro 5).

Cuadro 4. Distribucién porcentual de muestras obtenidas de distintas zonas del rumen y
mediante sonda oro-ruminal, clasificadas segun color.

Verde Claro Verde Verde Oscuro
Caudo Dorsal 2,08 56,25 41,67
Caudo Ventral 8,33 77,08 14,58
Craneo Dorsal 8,33 60,42 31,25
Créaneo Ventral 16,67 70,83 12,50
Sonda 12,77 63,83 23,40

Cuadro 5. Distribucion porcentual de muestras obtenidas de los distintos sacos del rumen y
mediante sonda oro-ruminal, clasificadas segun olor.

Pasto Suave Fuerte
Caudo Dorsal 12,50 85,42 2,08
Caudo Ventral 4,17 75,00 20,83
Créaneo Dorsal 16,67 79,17 4,17
Craneo Ventral 4,17 85,42 10,42
Sonda 14,58 83,33 2,08

En el cuadro 6 se observan los valores de viscosidad asignados a cada una de las
muestras, resultando la mayoria de las muestras calificadas como levemente viscosa
(viscosidad +), excepto para las muestras tomadas en el saco craneo ventral del rumen, la cual
concentra la mayoria en la clasificacion de medianamente viscosa (viscosidad++).
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Cuadro 6. Distribucion porcentual de las muestras de liquido ruminal obtenidas de distintos
sacos del rumen y mediante sonda oro-ruminal, clasificadas segun viscosidad.

Liquido Viscosidad+  Viscosidad ++  Viscosidad +++
Caudo Dorsal 6,25 60,42 33,33 0,00
Caudo Ventral 6,25 47,92 33,33 12,50
Craneo Dorsal 12,50 54,17 31,25 2,08
Créaneo Ventral 4,17 31,25 41,67 22,92
Sonda 8,33 52,08 14,58 25,00

Viscosidad+ = levemente viscoso; Viscosidad++ = viscosidad media; Viscosidad+++ = muy viscoso.

5.2. EXPERIMENTO 2

5.2.1. Técnica de ruminocentesis dorsal

La técnica de ruminocentesis dorsal permitio obtener en todas las punciones realizadas
al menos 3 ml de muestra de liquido ruminal.

5.2.1.1. Comportamiento de las vacas a la puncion. Presentd diferencias marcadas entre
ellas, siendo las respuestas mas bruscas en el dia 0, en el cual ningln animal permanecio
indiferente a la puncion (Cuadro 7).

Cuadro 7. Distribucién porcentual de las respuestas observadas durante la realizacion de la
ruminocentesis en vacas de lecheria.

Indiferente Mov. Calmo Mov. Moderado Mov. Brusco Patea

Ruminocentesis 1 0 21 21 21 38
Ruminocentesis 2 22 11 11 33 22
Ruminocentesis 3 25 15 35 20 5
Ruminocentesis 4 27 13 13 33 13
Ruminocentesis 5 11 4 43 32 11

Las temperaturas rectales determinadas a los dos dias posteriores a la puncién fueron
similares a la temperatura previa a la puncién con valores promedio dentro del limite
fisiolégico en los tres dias. Sin embargo algunos animales presentaron valores superiores al
rango fisiolégico, previo y posterior a la puncion (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Numero de muestras (n), Valores medios (X + DE) y valor minimo y maximo de
pH de las temperaturas registradas en vacas de lecheria el dia de la puncion (Dia 0)
y los dos dias siguientes (Dia 1y 2).

N Media D.E. Minimo  Maximo
Dia 0 110 39,0 0,54 37,6 40,5
Dia 1 148 38,8 0,55 37,0 40,7
Dia 2 119 38,7 0,44 37,6 39,9

5.2.1.2. Respuesta a la palpacion posterior a la puncién. Para evaluar la respuesta al dolor
se realizo una palpacion a las 24 y 48 horas en el sitio de puncion para evidenciar dolor, no
habiendo respuestas evidentes.

Se observaron 6 vacas del total de 150 ruminocentesis con pequefios aumentos de
volumen (aproximadamente 1 a 1,5 cm) en el sitio de puncion, 3 se observaron 1 dia después
de la segunda puncion, y 3 posterior a la tercera puncién, desapareciendo todas estas antes del
final del estudio.

5.2.2 Valores de pH

Los valores promedios de pH de las muestras de orina fueron mayores en 0,8 puntos a
las muestras de heces y 1,8 puntos mayores al de las muestras de liquido ruminal obtenido
mediante ruminocentesis (Cuadro 9).

Cuadro 9. Valores de pH de muestras de liquido ruminal obtenidas mediante ruminocentesis,
de orina y de heces.

N Media D.E. Minimo Méaximo

Ruminocentesis 150 6,24 0,42 54 7,4
Orina 146 8,01 0,51 6,1 8,9
Heces 149 7,21 0,35 6,3 8,7

Los valores de pH ruminal de las muestras obtenidas mediante ruminocentesis
presentaron un baja correlacion con el pH de las muestras de heces (r = 0,41; Figura 3) y no se
correlaciono con el pH urinario (r = 0,21; Figura 4).
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6. DISCUSION

6.1. EXPERIMENTO 1

6.1.1. Analisis de pH de liquido ruminal

El valor de pH de liquido ruminal obtenido mediante sonda oro-ruminal fue superior al
de las muestras obtenidas mediante ruminocentesis dorsal, resultado concordante con los
obtenidos en otros estudios (Nordlund y Garrett 1994) que demostraron que el pH de liquido
ruminal obtenido mediante sonda oro-ruminal fue 1,1 punto superior a la ruminocentesis, con
un rango de 0,6 a 1,7 puntos. Esto se explicaria por la contaminacion con saliva que recibe la
muestra obtenida mediante sonda, que varia entre 2 a 30% (Dirksen y Smith 1987).

Otro factor que influye en esta diferencia entre los valores de pH del liquido ruminal
obtenido mediante sonda y ruminocentesis, es por el limitado control del sitio de recoleccion
que provee la sonda, ya que se aspira liquido desde el sitio donde llega la punta de la sonda, el
cual puede variar en cada toma de muestra, cambiando asi también el resultado (Nordlund y
Garrett 1994).

El valor de pH de liquido ruminal obtenido mediante sonda oro-ruminal también fue
superior a las muestras obtenidas del saco caudo ventral del rumen por medio de canula. EI pH
ruminal cambia considerablemente en diferentes lugares del rumen, por lo que para una
evaluacién de pH de liquido ruminal se deberian recolectar las muestras de la misma regién
del rumen en cada muestreo (Garrett y col 1999, Duffield y col 2004) lo que puede lograrse
con la ruminocentesis.

Los valores promedios de pH de muestras de liquido ruminal obtenidas mediante
ruminocentesis dorsal (X = 6,69) fueron similares a las obtenidas del saco caudo ventral (X =
6,62) y del saco caudo dorsal del rumen (X = 6,70), presentando también una alta correlacion
entre si (r = 0,77 y r = 0,59, respectivamente). En un estudio realizado por Garrett y col
(1999) se observd que las muestras obtenidas mediante ruminocentesis ventral fueron 0,28
puntos de pH inferiores a las obtenidas mediante canula del saco caudo ventral del rumen. En
este estudio también se observé una correlacion lineal positiva entre los valores de pH de las
muestras obtenidas mediante ruminocentesis caudo ventral y canula (r= 0,72). En cambio las
muestras obtenidas mediante sonda oro-ruminal fueron en promedio 0,9 puntos superiores a
las muestras obtenidas del saco caudo ventral del rumen presentando una baja correlacién (r =
0,58).
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La alta correlacion y baja variacion de los valores del pH del liquido ruminal de
muestras obtenidas mediante ruminocentesis dorsal o directamente del saco caudo ventral del
rumen validan el uso de este procedimiento para obtencion de muestras de liquido ruminal
para el diagnostico de alteraciones acido-basicas ruminales en vacas lecheras.

6.1.2. Analisis quimico del liquido ruminal

Los valores de TRAM de las muestras obtenidas mediante sonda fueron superiores a
los obtenidos mediante ruminocentesis o canula desde el saco caudo ventral del rumen. Este
tiempo aumentado de TRAM se explicaria por una contaminacion por saliva de la muestra
obtenida mediante la sonda, la cual altera el pH éptimo de reaccion reductora de las bacterias
presentes en el liquido ruminal (Dirksen y Smith 1987).

6.1.3. Analisis de las caracteristicas fisicas del liquido ruminal

Las muestras de liquido ruminal obtenidas por sonda, cénula o ruminocentesis
presentaron colores en tonos de verdes, considerado fisioldgico y compatible con la dieta de
los animales.

Segun Wittwer (2008) el color del liquido ruminal en un animal sano es verde a cafg,
mientras que Bouda y col (1997) lo describe como verde olivo, cambiando a otras
coloraciones en presencia de patologias, como negro verdoso en cuadros de putrefaccion
ruminal, verde pardo o café verdoso en cuadros de alcalosis, gris verdoso o café en cuadros de
acidosis crénica y lechoso en cuadros de acidosis lactica aguda.

La mayoria de las muestras de liquido ruminal fueron clasificadas en las categorias de
olor pasto y suave (Cuadro 5), las que podrian ser catalogadas por otros autores como
aromatico (Bouda y col 1997, Wittwer 2008). Un 20 % de las muestras obtenidas desde el
saco caudo ventral, y un 10 % de las obtenidas desde el saco craneo ventral fueron catalogadas
con olor fuerte, esto puede deberse a una mayor fermentacion en los sacos ventrales.

Se describe que el liquido ruminal de animales sanos posee un olor aromatico, mientras
que en estados patolégicos se describen cambios, como mohoso en cuadros de indigestién
ruminal simple, acido en cuadros de acidosis ruminal, amoniacal en cuadros de alcalosis
ruminal y a heces o putrido en cuadros de putrefaccion ruminal (Bouda y col 1997, Wittwer
2008).

En cuanto a la viscosidad se observo una mayor presentacion de liquido ruminal
levemente viscoso, seguidos por viscosidad media, luego muy viscoso y por Gltimo acuoso. Se
describe que el liquido ruminal de animales sanos es ligeramente viscoso y puede presentarse
acuoso en cuadros de indigestion simple y acidosis ruminal aguda. Para otros estados
patoldgicos, distintos autores le otorgan distintas clasificaciones (Bouda y col 1997, Wittwer
2008).
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6.2. EXPERIMENTO 2

La técnica de ruminocentesis dorsal tuvo un 100 % de efectividad en las 150 punciones
realizadas obteniendo en todas al menos 3 ml de muestra en las vacas.

Se observo que la respuesta a la puncién disminuy6 posterior a punciones seriadas. En
estudios previos de Garrett y col (1999) y Duffield y col (2004) en los que se ha realizado
ruminocentesis no se ha informado sobre el comportamiento de los animales durante la
puncion, probablemente porgue en ellos se ha usado xilazina como sedante para facilitar el
procedimiento. Ademas de esto se realizd una palpacion en el sitio de puncion 24 y 48 horas
posteriores a ésta, no obteniendo respuesta evidente en ninguno de los animales. Los
resultados del presente estudio validan la técnica de ruminocentesis para obtener liquido
ruminal sin el uso previo de sedantes, ya que la molestia del animal tendria mayor relacion con
la presencia humana que al dolor producido.

En relacion a la aparicion de lesiones en el sitio de puncidn se registraron 6 pequefios
aumentos de volumen, de un total de 150 punciones realizadas, lo que representa un 4% de los
muestreos. Estos resultados son superiores que los que reporta Nordlund y Garrett (1994) los
que varian entre 1 a 2 %, lo que estaria asociado a ruminocentesis repetidas.

Las temperaturas rectales determinadas previo y posterior a las punciones mantuvieron
valores promedio dentro del limite fisioldégico. Sin embargo algunos animales presentaron
valores superiores al rango fisiologico, previo y posterior a la puncidn, esto se debe a que el
estudio se realiz6 en verano en el mes de diciembre, y los registros de temperaturas rectales se
Ilevaron a cabo con temperaturas ambientales altas, entre 14,6°C y 29,4°C segln registros de la
estacion meteoroldgica ubicada en la estacion experimental Santa Rosa (Anexo 5), por lo que
no estaria relacionado a cuadros de peritonitis, sino mas bien al golpe de calor, ya que no hubo
ninguna otra evidencia de alteracion clinica ni variaciones en producciones de leche durante el
estudio.

Con respecto al pH urinario, el pH promedio fue de 8,0, el cual segiin Bouda y col
1997 estaria dentro del rango fisioldgico, el cual se ubica entre 7,7 y 8,4.

Lo mismo ocurre con el pH de las heces, ya que el rango fisioldgico es entre 7,0 y 8,5
(Rosenberger 1979), y en el presente estudio el valor promedio fue de 7,2.

La correlacién del pH urinario y del pH del liquido ruminal fue muy bajo, por lo que
no se recomienda la medicion de pH urinario para el diagnéstico de alteraciones acido-béasicas
ruminales subagudas, con valores de pH que no se alejan tanto de los valores de referencia.
Resultados similares fueron observados con el pH fecal que tampoco presentd buena
correlacion con el liquido ruminal, por lo que no se recomienda la medicion del pH de heces
para el diagndstico de alteraciones &cido-basicas ruminales, aunque no se niega que la
observacion de sus caracteristicas fisicas podria ayudar a llegar a un diagnostico.
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A su vez es importante considerar que los animales presentaron valores de pH dentro
del rango de referencia. Quizas en animales cursando con SARA o acidosis lactica aguda se
observaria correlacion conforme fue descrito por Maruta y col (2008), quien en su estudio
encontrd correlacién entre pH sanguineo y fecal en novillos con acidosis lactica aguda
inducida.

Al observarse que las muestras de liquido ruminal obtenidas mediante ruminocentesis
es un fidedigno indicador del estado del ambiente ruminal, se postula que es valido realizar
una prueba diagndstica de alteraciones &cido-basicas ruminales basandose en sus
caracteristicas fisicas y quimicas.

6.3. CONCLUSIONES

La ruminocentesis dorsal es una técnica practica para la obtencion de una muestra
representativa del liquido ruminal que no altera el estado de salud de las vacas, pudiendo ser
utilizada para la determinacion del equilibrio &cido basico ruminal en condiciones de terreno.
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Datos de pH y TRAM obtenidos de muestras de liquido ruminal en el Experimento 1, de 4
vacas fistuladas.

Vaca Dia Hora pH.CrV ph.CrD pH.CaV pH.CaD pH.Son pH.R T.CaV T.Son T.Rum
1844 1 8:30 7,1 7,2 7,1 6,5 8,3 - 45 165 -
1501 1 8:30 7,4 7.8 75 7,6 7,9 - 45 165 -
1608 1 8:30 7,1 7,7 7,6 7,4 8,2 - 105 180 -
1606 1 8:30 7,6 7.4 7,6 75 7,8 - 45 55 -
1844 2 8:30 6,3 71 6,2 6,0 7,5 - 85 165 -
1501 2 8:30 6,9 7,2 6,1 6,5 8,2 - 180 360 -
1608 2 8:30 6,3 6,2 6,1 6,8 7.3 - 150 195 -
1606 2 8:30 6,2 7.3 6,3 6,7 7.4 - 90 190 -
1844 3 8:30 6,2 6,7 6,0 6,3 6,7 - 75 170 -
1501 3 8:30 6,5 6,5 6,5 6,2 7,0 - 125 360 -
1608 3 8:30 6,5 71 6,5 6,6 7,3 - 70 100 -
1606 3 8:30 7,0 7,0 6,7 6,7 7,9 - 65 360 -
1844 4 8:30 6,0 6,4 6,6 6,6 7,5 - 225 340 -
1501 4 8:30 6,4 6,7 6,3 6,3 7,7 - 85 100 -
1608 4 8:30 6,1 6,6 6,3 6,0 7,2 - 75 360 -
1606 4 8:30 6,6 6,7 6,6 6,5 8,0 - 90 360 -
1844 1 1330 7,0 7.3 6,9 6,5 74 - -
1501 1 1330 7,2 7,0 7,1 7,2 7,6 - 45 90 -
1608 1 1330 7,2 7.8 74 73 7,8 - 25 135 -
1606 1 1330 7,3 75 72 72 8,5 - 44 -
1844 2 13:30 6,7 7.3 6,9 7,1 7.8 - 55 360 -
1501 2 13330 7,0 75 6,3 7,1 7.4 - 75 90 -
1608 2 1330 7,7 75 6,8 7,2 9,0 - 90 360 -
1606 2 1330 75 7,2 6,8 7,1 8,6 - 80 360 -
1844 3 13:30 58 6,1 6,5 6,2 6,6 - 60 60 -
1501 3 13:30 6,6 6,0 6,3 6,2 6,9 - 75 360 -
1608 3 13:30 6,5 71 6,4 6,6 6,9 - 90 360 -
1606 3 13:30 7,0 6,8 6,7 6,8 7.8 - 110 360 -
1844 4 13:30 6,3 6,9 6,1 6,4 6,8 - 55 95 -

Continua en la pagina siguiente
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Vaca Dia Hora pH.CrV ph.CrD pH.CaV pH.CaD pH.Son pH.R T.CaV T.Son T.Rum

1501 4 1330 6,3 7,1 6,5 6,6 7,6 - 65 65 -

1608 4 13:30 6,6 6,8 6,5 6,4 7,4 - 50 100 -

1606 4 13:30 6,5 6,4 6,4 6,5 7,5 - 65 360 -

1844 1 1730 6,7 6,9 6,8 6,6 7,6 6,8 60
1501 1 1730 6,9 7,3 6,9 6,9 8,3 6,9 45 75 80
1608 1 1730 6,8 7,2 6,8 6,9 7,3 6,9 55 65

1606 1 1730 6,9 7,2 6,8 6,7 7,8 7,6 45 360

1844 2 1730 69 73 6,9 6,8 7,7 7,6 75 360 75
1501 2 1730 7,0 7,5 6,8 8,0 7,7 7,4 55 290 70
1608 2 1730 7,3 7,8 7,1 7,1 8,5 55 360

1606 2 1730 7,3 7,6 72 72 8,1 73 55 360 290
1844 3 1730 55 5,9 5,7 5,7 7,2 6,6 75 115 90
1501 3 17:30 6,2 6,6 5,7 6,2 7,0 6,2 195 360 235
1608 3 1730 6,6 7,0 6,1 6,6 7,1 6,6 175 360 205
1606 3 17:30 6,6 6,7 6,6 6,8 74 6,8 75 360 90
1844 4 1730 65 6,9 6,4 6,4 7,5 6,4 90 360 115
1501 4 17:30 6,1 6,8 6,1 6,7 7,1 6,4 115 310 160
1608 4 1730 6,7 6,6 6,6 6,0 8,6 6,7 90 360 90
1606 4 17:30 6,7 7,0 6,6 6,8 74 7,0 90 360 125
1844 5 1730 56 5,6 6,1

1501 5 17:30 6,0 6,0 5,6

1608 5 1730 6,1 6,1 6,0

1606 5 1730 6,4 6,4 6,3

TRAM expresado en segundos, pH.CrV, pH de muestra del saco craneo ventral; pH.CrD, pH
de muestra del saco craneo dorsal; pH.CaV, pH de muestra del saco caudo ventral del
rumen; pH.CaD, pH de muestra del saco caudo dorsal del rumen; pH.Son, pH de muestra
obtenida a través de sonda; pH.R, Valor de pH de muestra obtenida mediante ruminocentesis;
T.CaV, Tiempo reduccién de azul de metileno de muestra del saco caudo ventral del rumen;
T.Son, Tiempo reduccion de azul de metileno de muestra obtenida mediante sonda oro-
ruminal; T.Rum, Tiempo reduccion de azul de metileno de muestra obtenida mediante
ruminocentesis dorsal.
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ANEXO 2

Datos de pH obtenidos de muestras de liquido ruminal, heces y orina en el Experimento 2, de
30 vacas en lactancia, los dias 0, 5y 10.

Dia 0 Dia 5 Dia 10
Animal pHLR pHO pHH pHLR pHO pHH pHLR pHO pHH
46 59 84 7.2 7,0 82 17 6,4 84 74
57 57 80 71 6,6 76 76 6,3 84 68
87 6,4 89 75 58 79 71 6,7 8,2 7,2
94 5,8 82 68 59 81 7,0 6,3 84 71
99 5,6 83 63 5,8 80 69 6,5 82 68
130 59 88 7,0 58 82 17 6,5 8,3 7,6
319 6,2 80 75 6,9 78 76 6,9 81 74
322 6,2 80 76 6,9 84 17 6,9 84 74
325 58 83 75 7,0 79 79 6,8 85 71,7
333 6,2 79 71 6,8 83 79 6,8 82 87
335 6,2 86 7,0 6,8 75 76 6,6 8,3 7,4
349 6,1 80 71 6,5 82 75 6,5 8,6 7,5
350 6,4 79 7,0 7,4 80 74 6,2 8,1 7,0
1452 6,2 79 71 6,9 81 74 6,7 8,5 7,0
1491 6,0 84 75 6,2 84 80 6,3 80 68
1493 6,8 84 7,2 7,1 84 74 7,1 8,2 7,9
1498 6,0 82 171 7,0 79 75 6,5 8,5 7,7
1581 57 81 69 59 79 74 6,5 8,5 7,2
1586 6,3 80 7.2 59 81 68 6,1 8,3 7,4
1597 7,0 82 7.1 6,3 75 7,0 7,0 8,5 7,1
1598 6,5 84 73 6,1 81 79 6,7 8,3 7,1
1683 6,6 86 75 6,9 83 7.8 6,8 7,1
1712 59 84 73 6,6 83 7.3 6,7 8,3 7,3
2012 57 83 7,2 6,2 81 76 6,8 8,7 7,5
2117 54 85 6,6 6,8 79 75 5,9 8,3
5165 7,0 83 7,0 54 81 7.2 6,8 8,2 7,3
5175 55 83 68 5,6 84 74 5,9 8,5 7,4
5181 6,0 85 6,7 59 7,8 59 8,3 7,0
5182 6,0 86 7,0 6,1 84 71 6,5 81 7.1
5185 6,0 83 74 6,5 85 79 6,3 84 7,2

pPHLR, pH muestras de liquido ruminal; pHO, pH muestras de Orina; pHH, pH muestras de
heces.
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Datos de pH obtenidos de muestras de liquido ruminal, heces y orina en el Experimento 2, de
30 vacas en lactancia, los dias 0, 5y 10.

Animal pHLR pHO pHH

46
57
87
94
99
130
319
322
325
333
335
349
350
1452
1491
1493
1498
1581
1586
1597
1598
1683
1712
2012
2117
5165
5175
5181
5182
5185

Dia 15
59 8,2
5,7 7,0
6,1 6,9
6,1 7,3
6,0 7,7
55 7,9
6,3 7,5
6,3 7,9
6,0 6,5
59 7,6
6,2 6,1
59 7,4
6,2 6,1
58 7,5
59 6,1
59 7,8
6,0 8,1
59 6,6
5,4 6,2
59 7,7
6,2 6,9
59 7,8
5,8 7,7
6,2 7,4
5,7 7,0
6,0 8,2
6,1 7,5
5,8
5,8 7,5
6,9 7,2

7,0
7,0
6,8
7,0
6,6
7,1
7,2
7,2
7,0
7,5
7,0
7,3
7,7
6,8
6,7
7,3
7,0
7,0
7,3
7,3
6,9
6,8
7,1
7,3
7,5
7,4
7,4
6,8
7,4
8,1

Dia 20
pHLR pHO pHH
6,4 8,2
59 8,2
5,6 8,0
5,8 7,8
6,2
6,3 8,0
6,6 7,9
6,4 8,2
6,0 8,1
6,4 8,1
6,4 8,1
6,5 7,9
6,3 8,0
6,6 8,1
59 8,1
6,0 8,1
5,8 8,8
6,9 8,3
6,2 7,9
6,4 7,8
6,2 8,0
57 7,8
6,6 8,1
6,1 8,0
5,8 7,9
59 8,0
6,0 8,1
6,2 8,2
6,3 7,7
6,7 8,2

7,3
6,8
7,1
7,1
6,4
6.9
7,0
7,2
7,3
7,3
7,0
7,0
7,2
7,3
7,0
7,3
6,8
7,1
7,6
7,0
7,0
6,4
7,1
7,0
6,7
7,0
7,1
6,7
7,1
6,8

pHLR, pH muestras de liquido ruminal; pHO, pH muestras de Orina; pHH, pH muestras de

heces.



36

ANEXO 3

Temperaturas rectales previas a la ruminocentesis dorsal en 30 vacas en lactancia.

Animal Puncién T°C Animal Puncién T°C Animal Puncién T°C Animal Puncién T°C

46 2 39,4 1597 A 3 38,7 57 4 38,9 5182 5 39,1
57 2 39,4 350 3 38,8 1712 4 38,9 1498 5 39,2
87 2 39,4 1597 3 38,8 99 4 39,0 333 5 39,3
94 2 39,4 94 3 38,9 1586 4 39,0 5185 5 39,4
99 2 39,4 130 3 38,9 5185 4 39,0 1491 5 39,5
130 2 39,4 1712 3 38,9 325 4 39,1 1581 5 39,5
319 2 39,4 2012 3 39,0 1491 4 39,1 94 5 39,7
322 2 39,4 5165 3 39,3 5181 4 39,1 1597 A 5 40,0
325 2 39,4 5181 3 39,3 5182 4 39,1
333 2 39,4 5185 3 39,3 333 4 39,3
335 2 39,4 322 3 39,4 46 4 39,4
349 2 39,4 46 3 39,5 335 4 39,8
350 2 39,4 99 3 39,5 5181 5 38,0
1452 2 39,4 333 3 39,5 1452 5 38,3
1491 2 39,4 1586 3 39,6 87 5 38,4
1493 2 39,4 349 3 40,2 99 5 38,4
1498 2 39,4 335 3 40,5 130 5 38,4
1581 2 39,4 1493 4 37,6 1597 5 38,4
1586 2 39,4 1581 4 37,6 5175 5 38,4
1597 2 39,4 2012 4 37,8 57 5 38,5
1597 A 2 39,4 349 4 37,9 1586 5 38,5
1683 2 39,4 1498 4 38,0 1493 5 38,6
1712 2 39,4 1597 4 38,0 2117 5 38,6
2012 2 39,4 130 4 38,1 46 5 38,7
2117 2 39,4 1683 4 38,3 322 5 38,7
5165 2 39,4 5165 4 38,3 319 5 38,8
5175 2 39,4 87 4 38,4 325 5 38,8
5181 2 39,4 322 4 38,5 1683 5 38,8
5182 2 39,4 350 4 38,5 5165 5 38,8
5185 2 39,4 1452 4 38,5 350 5 39,0
87 3 38,2 94 4 38,6 1712 5 39,0
319 3 38,3 319 4 38,6 335 5 39,1
1498 3 38,4 5175 4 38,6 349 5 39,1
1683 3 38,4 2117 4 38,8 2012 5 39,1




Temperaturas rectales 24 horas posterior a la ruminocentesis dorsal en 30 vacas en lactancia.
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Temperaturas rectales 48 horas posterior a la ruminocentesis dorsal en 30 vacas en lactancia.
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ANEXO 4
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Curva de regresion y valor de correlacion de pH de muestras de orina y pH de las heces.
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ANEXO 5

Temperaturas ambientales e indice de radiacion ultravioleta obtenidas en la estacion
meteoroldgica de la estacion experimental Santa Rosa los dias de obtencion de temperaturas
rectales de vacas lecheras.

Fecha Hora  Temperatura °C Indice U.V. Obtencion
04-12-2008  15:30 25,3 11 1
05-12-2008  15:30 29,4 11 2
06-12-2008  15:30 21,6 10,8 3
09-12-2008  15:30 25,1 10,8 1
10-12-2008  15:30 25,3 9,4 2
11-12-2008  15:30 26,8 10,2 3
14-12-2008 15:30 24,3 11,1 1
15-12-2008  15:30 19,6 11,9 2
16-12-2008  15:30 19,5 10,8 3
19-12-2008  15:30 19,6 6 1
20-12-2008  15:30 14,6 8,5 2
21-12-2008  15:30 15,9 11,1 3
24-12-2008  15:30 21,3 12 1
25-12-2008  15:30 26,7 11,2 2
26-12-2008  15:30 25,9 11 3

Obtencion 1= Dia de puncién; Obtencion 2= 24 horas posteriores a puncion;
Obtencion 3= 48 horas posteriores a puncion

Fuente: Estacion experimental Santa Rosa. Instituto de Ingenieria Agraria y Suelos. Facultad
de Ciencias Agrarias. Universidad Austral de Chile. 2009.
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