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“La etiologia y patogenia de los problemas de fertilidad, fuera de unas pocas
excepciones, no son comprendidos suficientemente. Limitaciones de las técnicas de
diagnostico y de los métodos usados dan como resultado una terapéutica basada en

vagas y oscuras impresiones clinicas, antes que un razonamiento logico”

Ray Zemjanis
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TITULO Endometritis subclinica en vacas de tambo: diagnéstico, prevalencia e
impacto sobre la eficiencia reproductiva

PALABRAS CLAVES Vacas, endometritis subclinica, citologia endometrial, puntos
de corte, eficiencia reproductiva, bacteriologia

RESUMEN

Esta tesis tuvo cinco objetivos principales: 1) conocer el grado de asociacion entre
los resultados del grado de inflamacion subclinica obtenidos mediante la técnica de
cytobrush (CB) y los cambios en la histologia uterina mediante la evaluacion de
biopsias uterinas (BU); 2) estudiar las variaciones fisiologicas del porcentaje de
polimorfo nucleares neutrofilos (PMN) en la citologia endometrial durante el ciclo
estral por medio de la técnica de CB; 3) validar la técnica de CB en nuestro pais y
determinar la prevalencia de ES y los niveles de corte del porcentaje PMN que se
correspondan con una disminucién de la eficiencia reproductiva; 4) determinar los
agentes bacterioldgicos involucrados en la ES; 5) demostrar que la histeroscopia (HI)
puede ser usada para evaluar métodos de diagnostico de EC y ES en vacas de tambo.
Para cumplir con estos cinco objetivos se realizaron cinco experimentos. Los principales
resultados obtenidos en esta tesis fueron que se validd por primera vez en nuestro pais la
técnica del CB para realizar el diagnostico de ES, y se determinaron los puntos de corte
del porcentaje de PMN para diagnosticar a campo la prevalencia de ES. Durante el ciclo
estral, el porcentaje de PMN nunca superd el 2% de PMN, mientras que con porcentajes
de PMN superiores al 8%, 6%, 4% y 5% alos 21-33,34 a 47,48 a62 y 21 a 62 dpp se
comienza a observar una disminucion de la eficiencia reproductiva. Este ha sido el
primer trabajo en nuestro pais en demostrar que las vacas con ES tuvieron 16,2% de
reduccion en la tasa de concepcion al primer servicio, 16,8% de reduccion en la
cantidad de vacas prefiadas a los 100 dias de lactancia y 29 dias de aumento de dias
abiertos comparado con vacas sin ES. Otro hallazgo importante de este trabajo fue que
no existe relacion entre ES y aislamiento bacteriano. Por ultimo, se demostré que la HI
es una técnica eficiente para el diagnostico de EC pero ineficiente para el diagnostico de
ES.
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TITLE  Subclinical endometritis in dairy cows: diagnosis, prevalence and impact on
reproductive performance

KEY WORDS Cows, subclinical endometritis, endometrial cytology, thresholds,
reproductive performance, bacteriology.

SUMMARY

The primary objectives of this dissertation were: 1) to compare the association
between results from the uterine cytobrush with the uterine biopsy; 2) to study the
polymorphonuclear neutrophils (PMN) physiological variations during the estrous cycle
with the cytobrush; 3) to validate the cytobrush technique and estimate prevalence of
subclinical endometritis and PMN thresholds that are related to reduced reproductive
performance of dairy cows; 4) to study the bacteria associated with subclinical
endometritis; and 5) to demonstrate that hysteroscopy can be used to diagnose clinical
and subclinical endometritis in dairy cows. Five experiments were carried out to
accomplish these objectives. The most relevant results from this dissertation were the
validation of the cytobrush technique to diagnose subclinical endometritis and PMN
thresholds derived from reduced reproductive performance. Furthermore, during the
estrous cycle, the PMN counts never were above 2% while PMN counts above the
thresholds of 85, 6%, 4% and 5% at 21-33, 34-47, 48-62 and 21-62 dpp were associated
with a decrease in reproductive performance. In fact, this is the first study to report in
Argentina that dairy cows with subclinical endometritis had a 16,2 % reduction in
conception rate to first service, 16,8% less pregnant cows by 100 dpp, and an increase
of 29 days open compared to normal cows. Other important findings from this work
were that there was no relationship between subclinical endometritis and bacterial
isolations, and that hysteroscopy proved to be efficient for diagnosis of clinical
endometritis but not efficient for diagnosis of subclinical endometritis.



CAPITULO I

INTRODUCCION GENERAL

El objetivo del manejo reproductivo del tambo es lograr que las vacas se prefien
en manera eficiente en un intervalo rentable luego del parto (Dijkhuizen y col., 1985).
Las intervenciones veterinarias y de manejo sélo son beneficiosas si se logra prefiar las
vacas en un tiempo Optimo posparto. (LeBlanc y col., 2002).

Para que los examenes reproductivos antes del periodo de servicio posparto sean
eficientes, estos deben identificar aquellas vacas que presenten alto riesgo de fallar en
quedar prenadas en un tiempo oportuno. Es importante tener en cuenta, que los rechazos
por causas reproductivas son uno de los principales motivos de descarte en los tambos,
y los rechazos por infertilidad la principal causa de rechazos reproductivos.

Las vacas de tambo se enfrentan a un gran desafio durante el postparto, dado que
es una etapa de maximos requerimientos. Ademas del aumento progresivo de la
produccion lactea hacia el pico de lactancia, se suman la involucion uterina, el retorno a
la ciclicidad y el establecimiento de una nueva gestacion. El diagndstico correcto y
temprano de ciertas patologias uterinas que pueden llegar a presentarse y complicar este
intrincado mecanismo es de suma importancia, permitiendo actuar a tiempo y mantener
la eficiencia reproductiva del rodeo.

En numerosos estudios realizados durante los ultimos 30 afios, los términos
metritis y endometritis han sido utilizados en forma indistinta sin tener a menudo una

clara definicion del caso clinico (Bargo y col., 2009; Corbellini y col., 2008; Correa y



col., 1993; Erb y col., 1984; Erb y col., 1985; Grohn y col., 1990). Esta falta de
uniformidad de términos dificultaba la interpretacion de distintos informes, por lo que
se generd la necesidad de unificar criterios practicos de los casos clinicos que permitan
identificar vacas con eficiencia reproductiva disminuida (LeBlanc y col., 2002).
Posteriormente, esto quedd solucionado con una actualizacion de las definiciones
clinicas de los trastornos uterinos en el postparto bovino (Sheldon y col., 2006).

Tanto las metritis como las endometritis, son inflamaciones del utero; las
metritis se presentan antes de la finalizacion del puerperio clinico (21 dpp) y afectan no
solo al endometrio sino a todas las capas que forman la pared uterina. A su vez, las
metritis se clasifican en puerperal y clinica variando entre ellas la sintomatologia y la
gravedad del pronodstico de la hembra afectada. Por otro lado, en el caso de las
endometritis, sélo el endometrio es afectado y se presentan a partir de los 21 dpp. Las
endometritis se clasifican en clinicas y subclinicas; s6lo en el primer caso el animal
muestra signos de alteraciones uterinas y seguin éstas se la divide en tres grados segin
las caracteristicas que presenta el flujo uterino (F1, F2 y F3) que varia desde mucoso
levemente purulento a francamente purulento con olor desagradable (Dominguez y col.,
2006; Sheldon y col., 2006). Dentro de las afecciones del postparto de las vacas
lecheras, las endometritis ocupan un papel preponderante.

A diferencia de la EC, en la ES solo se detecta la presencia de PMN en la luz
uterina sin estar acompanada de descargas uterinas (Sheldon y col., 2002). Debido a que
la ES se presenta en vacas clinicamente sanas, es decir animales con flujo vaginal
normal y sin signos clinicos sistémicos evidentes, no es normalmente diagnosticada. Por
lo tanto, aquellas vacas que no muestran ningin indicio de trastorno reproductivo

pueden igualmente estar padeciendo de ES, y como consecuencia de esto, no sea la



optima la fertilidad que pueda ser lograda de esa hembra al finalizar el periodo de
espera voluntario.

Esta comprobado, que bajo cualquier sistema de producciéon, la EC y la ES
afectan la eficiencia reproductiva de las hembras al aumentar los intervalos IP1S, IPC e
IPP asi como también, la cantidad de servicios necesarios por prefiez (Bondurant, 1999;
Gilbert y col., 2005; Kasimanickam y col., 2004; Madoz y col., 2008; Magnasco y col.,
2007).

Los PMN son la primera barrera de defensa ante la invasién bacteriana. Estas
células con capacidad fagocitica, son reclutadas desde la circulacion periférica hacia la
luz uterina para fagocitar a las bacterias tratando asi de controlar la invasion bacteriana.
Sin embargo, la capacidad funcional de los PMN se encuentra reducida en el postparto
de muchas hembras. Esta disminucion puede favorecer y predisponer al establecimiento
de afecciones uterinas tanto clinicas como subclinicas (Sheldon and Dobson, 2004). La
inflamacion subclinica del endometrio necesita, para poder ser diagnosticada, de algin
método complementario como el analisis citoldgico, ya que como se comentd, el animal
no presenta ningln signo local o general que oriente a pensar en la existencia de una
patologia uterina (Sheldon y col., 2006).

La citologia endometrial es una practica que recientemente se ha comenzado a
utilizar para la evaluacion de la salud uterina en bovinos (Gilbert y col., 1998; Palmer,
20006). Se caracteriza por ser rapida, especifica, sensible y econdémica, lo que la hace una
herramienta valiosa para la investigacion sobre el rol y la importancia de la endometritis
(Gilbert, 2005).

Las muestras para citologia pueden ser tomadas principalmente por medio de

dos técnicas: lavaje uterino (Gilbert y col., 1998; Gilbert y col.,, 2005) y CB



(Kasimanickam y col., 2004, 2005; Lenz y col., 2007). También se han citado, como
posibles técnicas para el diagnostico de ES aunque de menor uso, a la biopsia (Bonnet y
col., 1991), al hisopado (Studer and Morrow, 1978b) y a la ultrasonografia (Barlund y
col., 2008; Kasimanickam y col., 2004). En todos los casos las muestras se obtienen de
animales que fueron previamente diagnosticados como negativos a EC.

El lavaje uterino se basa en la infusion de una pequefia cantidad de solucién
fisiologica dentro de la cavidad uterina, masajeo uterino, recuperacion, centrifugado y
evaluacién microscopica de la muestra (Palmer, 2006). Presenta como desventaja la
falta de practicidad, y la tendencia a la generacion de irritaciones uterinas y a la
alteracion celular de las muestras. Por el contrario, la técnica de CB se basa en la
obtencion de células a partir del endometrio, mediante un cepillado de la superficie
interna del utero. La técnica es confiable y no genera alteracion celular como si sucede
con el lavaje uterino (Kasimanickam y col., 2005).

En la evaluacion de las muestras se determina el porcentaje de PMN sobre
células totales. Este porcentaje es indicativo de la presencia o no de inflamacion
subclinica en el endometrio, y se encuentra correlacionado negativamente con los dias
en lactancia del animal, por lo tanto hay una disminucién en el nimero de PMN a
medida que se aproxima la completa reparacion histologica del utero (Kasimanickam y
col., 2005).

Segun estudios realizados en Argentina (Capitaine Funes, 2005), se ha
demostrado que en los tambos, la prefiez a la primera IA postparto, en promedio, no
supera el 35%. A su vez, otros estudios, (Dominguez y col., 2006; Dominguez y col.,
2003) mostraron que las vacas que padecieron algun grado de endometritis luego

tuvieron una disminucidn de la fertilidad que varid entre el 15% y el 26%, comparado



con las vacas que no padecieron endometritis durante el postparto. Todo esto indica, que
el limite para mejorar la eficiencia reproductiva no radica en el mejoramiento de las
biotecnologias aplicadas a la reproduccidon, como son los protocolos de sincronizacion
de dinamica folicular y luteal, sino que radica primordialmente en mejorar el medio
ambiente uterino donde se desarrollard la potencial gestacion.

Si bien se han realizado tres estudios preliminares sobre la prevalencia de ES en
tambos comerciales de nuestro pais; estos trabajos se realizaron utilizando valores de
corte arbitrarios 10% (Feresin y col., 2006) y 5% (Plontzke y col., 2010), o valores de
corte del 10% y el 18% obtenidos con andlisis de curva ROC de trabajos realizados en
otros paises como Canada (Madoz y col., 2008). De lo expuesto anteriormente seria
necesario realizar un estudio sobre: 1) la prevalencia de ES, en el cual mediante la
utilizacion del analisis de curvas ROC se pueda relacionar el efecto de un aumento del
porcentaje de PMN sobre la eficiencia reproductiva de vacas de tambos comerciales. 2)
Analizar la variacion del porcentaje de PMN a lo largo del ciclo estral para determinar
si existen variaciones a lo largo del mismo, en relacion con las concentraciones de P4.
3) Comparar los resultados de la citologia uterina obtenidos con la técnica del CB con
un método de referencia como la BU. 4) Efectuar un estudio de los aislamientos
bacterianos de casos de ES positivos, para poder luego seleccionar tratamientos con
antibidticos acorde con las flora causante del caso subclinico. 5) Comparar la
sensibilidad y especificidad de las diversas técnicas de diagndstico a campo de EC y ES,
con el fin de llegar a conocer la eficiencia real de cada una de ellas, para diagnosticar

casos clinicos o subclinicos.



En virtud de lo anteriormente expuesto, los cinco objetivos de esta tesis fueron: 1)
conocer el grado de asociacion entre los grados de inflamacion subclinica obtenidos
mediante la técnica del CB y los cambios en la histologia uterina mediante la evaluacion
de BU; 2) estudiar las variaciones fisiologicas del porcentaje de PMN en el endometrio
durante el ciclo estral por medio de la técnica de CB; 3) validar la técnica de CB en
nuestro pais y determinar los niveles de corte que se correspondan con una disminucion
de la eficiencia reproductiva; 4) determinar los agentes bacterioldgicos involucrados en
la ES; y 5) demostrar que la HI puede ser usada para evaluar métodos de diagnostico de
EC y ES en vacas de tambo. Para cumplir con estos cinco objetivos se realizaron cinco

experimentos que se describen en los capitulos siguientes.



CAPITULO 11

COMPARACION DE LA CITOLOGIA ENDOMETRIAL CON LA BIOPSIA

UTERINA PARA EL DIAGNOSTICO DE ENDOMETRITIS SUBCLINICA

INTRODUCCION
Histologia del utero bovino

La pared uterina consta de tres capas al corte transversal, la mucosa-submucosa
o endometrio, la muscular o miometrio y la serosa o perimetrio. El endometrio estd
formado por dos capas, una superficial y otra profunda. La capa superficial posee un
epitelio cilindrico simple y/o cilindrico pseudoestratificado, pudiendo llegar a ser ctibico
en zonas aisladas, estas células de revestimiento se continuan con el epitelio de las
glandulas uterinas. Las glandulas son de tipo tubular, se abren en la superficie de la
mucosa uterina y se extienden en el espesor del estroma endometrial, terminando en
extremos ciegos. Por debajo del epitelio se encuentra la ldmina propia o corion formada
por tejido conjuntivo laxo altamente vascularizado con fibroblastos, macroéfagos y
mastocitos. Hacia la profundidad de la capa superficial el tejido conjuntivo se va
haciendo menos celular.

Las carunculas son engrosamientos circunscriptos del endometrio libres de
glandulas, que se ubican en cuatro hileras por cuerno de aproximadamente quince
carunculas cada una, y son en forma de cupula en el caso de la vaca (Dellmann and
Brown, 1993).

El miometrio estd compuesto por haces de fibras musculares lisas separadas por



tejido conectivo. Se describen tres capas, un estrato circular interno de fibras
musculares, un estrato vascular de tejido conectivo rico en vasos sanguineos y un estrato
externo de musculo longitudinal. Los vasos ubicados en la capa vascular, irrigan el
endometrio y son particularmente grandes en las cercanias a las regiones carunculares
(Claver y col., 1987; Dellmann and Brown, 1993; Hansel, 1959).

La capa mas externa del utero es la serosa o perimetrio, compuesta por una capa
fina de tejido conjuntivo laxo, algunas fibras musculares lisas y un epitelio plano
mesotelial el cual se continlia con el mesotelio peritoneal. A su vez, el perimetrio se
continua hacia los lados con los ligamentos anchos uterinos (Claver y col., 1987). En la
Figura 2.1 se muestra una representacion esquematica de un corte histologico

transversal de utero bovino (Adaptado de (Constantin and Meissonnier, 1981).

Endometrio
Miometrio
Perimetrio

Epitelio superficial
Glandulas
endometriales
Estrato compacto
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porcidn glandular

N EOwE
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6. Musculo circular
interno
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Figura 2.1. Representacion esquematica de un corte histologico transversal de utero
bovino (Adaptado de Constantin and Meissonnier, 1981).



Biopsia uterina

Las BU fueron inicialmente utilizadas en 1960 como herramienta de
investigacion de infertilidad en yeguas (Chapwanya y col., 2010). La técnica permite la
obtencion de una muestra de la mucosa del ttero para el examen histopatologico y ha
sido utilizada principalmente en reproduccion equina debido a que mediante ésta, se
logra pronosticar la habilidad de la yegua para concebir y para llevar a término una
nueva gestacion (Kenney, 1978). Asi como en la hembra equina, en la bovina, la BU
también permite obtener mayor informacion acerca del estado del ttero, para asi poder
asi decidir mejor acerca del futuro reproductivo de la hembra (Perusia y col., 1998)
(Campero y col., 1992). Si bien se han establecido diversos grados de clasificacion
histolégica de las biopsias, ain no se han determinado claramente los criterios
predictores de aptitud reproductiva (Buergelt, 1997; Trigo Tavera, 1998). Por expuesto,
sumado a la dificultad de la técnica y al entrenamiento que requiere el muestreo e
interpretacion de las biopsias, su uso en los bovinos se encuentra generalmente limitado
a la investigacion, con el fin de relacionar diagnosticos logrados por otros métodos con
los cambios uterinos a nivel estructural (Chapwanya y col., 2010).

En varios estudios en los que se evaluaron BU tomadas de diferentes regiones
del utero, se encontr6 una alta correlacion general, en la que la clasificacion
inflamatoria de una biopsia de un cuerno, podia ser considerada como representativa de
la situacion del cuerno opuesto (Studer and Morrow, 1978a) (Cobb and Watson, 1995).
Similares resultados se encontraron tras un estudio hecho con tteros provenientes de
matadero, el que reveld una buena correlacion de hallazgos entre secciones de los dos
cuernos y del cuerpo del utero. La calificacion inflamatoria de los dos cuernos resulto

ser de alta concordancia (P<0.01), indicando que una muestra del cuerpo del utero



10

refleja la totalidad del endometrio (Studer and Morrow, 1980).

Cytobrush

La técnica de CB se basa en la obtencién de células a partir del endometrio,
mediante un cepillado de la superficie interna del utero. E1 CB ha demostrado ser la
mejor técnica para la obtencion de citologias uterinas en vacas para el diagndstico de ES
(Kasimanickam y col., 2005).

Para la obtencidn de las muestras, se utilizan pistoletas de acero inoxidable, a las
que se le adosan en su extremo anterior cepillos estériles cominmente usados en
ginecologia humana. Todo esto es protegido mediante una vaina sanitaria plastica, para
evitar la contaminacion del cepillo con células del cuello y de la vagina. Si bien la
técnica del CB ha demostrado ser consistente y eficaz para obtener muestras de las
células del endometrio y realizar el examen citoloégico postparto en vacas lecheras
(Kasimanickam y col., 2005; Raab y col., 2003), la técnica original requiere utilizar una
pistoleta estéril para realizar la muestra de cada vaca, lo que hace la técnica muy poco
practica para su uso fuera del &mbito cientifico. Por lo tanto, el desarrollo de una técnica
que requiera equipamiento mas simple y que sea de rapida realizacion a campo, tal vez
permitiria extender el uso del CB a varios usos diagnosticos bajo condiciones de
explotacion comercial como pueden ser pre IA, pre transferencia embrionaria,
diagnostico de vacas repetidoras, etc.

Idealmente, una nueva técnica de diagndstico debe ser evaluada con una técnica
que ya existe o “método de oro” que sin ambigiiedades defina el grado del trastorno. Un
método de oro es una prueba o procedimiento absolutamente preciso en su diagndstico.

En la préctica, solo existen pocos verdaderos métodos de oro; esto es debido
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parcialmente a imperfecciones propias de los test y a variaciones biologicas; ejemplos
de estas variaciones podrian ser los periodos de incubacion de las enfermedades que se
diagnostican, o el pasaje de una enfermedad clinica a una subclinica (Dohoo y col.,
2003)

En el caso de los trastornos uterinos, no existe tal método, aunque se ha
postulado que en el caso de las endometritis, el diagnodstico definitivo deberia ser hecho
en base al examen histologico de las biopsias endometriales (Sheldon y col., 2006). Por
lo que precede, considero que la técnica de CB debe ser validada a través de su
comparacion con la biopsia endometrial.

Existen informes que indican para la EC, una mayor correlacion entre los
hallazgos clinicos e histopatoldgicos que los observados entre la clinica y los
aislamientos bacteriologicos. Como ejemplo se podria nombrar la presencia de fibrosis
periglandular, la cual permite emitir un pronostico desfavorable, pese a que los
resultados bacteriologicos hayan sido negativos. (Campero y col., 1992).

En el caso del diagnostico de ES, la correlacion entre la clinica, la bacteriologia
y las alteraciones histopatoldgicas no es sencilla. En parte porque los animales con ES
no manifiestan ningun signo de trastorno local ni sistémico, y ademas debido a que no
existe evidencia de asociacion bacterioldogica con la misma. La disminucion de los
indices reproductivos son la Ginica manifestacion externa de la ES, por lo que mediante
la medicion de dichos indices, se deberia también evaluar la técnica, para luego poder
correlacionarlo con los hallazgos citologicos e histopatoldgicos logrados a través del CB

y de la biopsia endometrial.
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En resumen, la BU es una herramienta muy util para determinar el futuro
reproductivo en las yeguas. En la especie bovina, no se usa de rutina y no existe una
clasificacion de criterios que permita predecir la aptitud reproductiva de la hembra. De
todas formas, la evaluacion de biopsias uterinas provee mucha informacion, y permite
correlacionar diagnosticos logrados por otros métodos con los cambios uterinos a nivel
estructural. Por otro lado, la técnica de CB permite lograr una muestra rapida y con
morfologia celular preservada para el diagnostico de inflamacién subclinica del
endometrio. El objetivo general de este capitulo fue validar el uso de la técnica de CB

para el diagnéstico de ES.

El objetivo de este capitulo fue conocer si el grado de inflamacion subclinica
diagnosticada por la técnica del CB estd correlacionado con cambios en la histologia

uterina mediante la evaluacion de BU.

La hipdtesis principal fue que los cambios inflamatorios detectados por el CB se

corresponderian con cambios histologicos endometriales observados con la BU.

MATERIALES Y METODOS
Disefio experimental y animales

Para la realizacion de este estudio se utilizaron hembras bovinas (Bos taurus) de
raza Holando Argentino pertenecientes al tambo Santa Catalina de la Universidad
Nacional de La Plata, que se encuentra ubicado en la localidad de Lavallol, partido de

Lomas de Zamora, en la provincia de Buenos Aires.
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Los animales utilizados (n=44) se encontraban bajo sistema pastoril de
produccion lactea. Las hembras eran uniparas o pluriparas y se encontraban entre 31 y
59 dpp al momento del muestreo. Para ser incluidos en el estudio los animales no debian
haber presentado distocia, aborto, retencion de membranas fetales ni tratamientos
intrauterinos en o posterior a su ultimo parto.

Previo a la toma de muestras se realizaba la evaluacion general de cada vaca a
muestrear. La misma consistia en la medicion de la CC, la evaluacion externa e interna
del aparato reproductivo con el correspondiente diagndstico de EC. A través de la
inspeccion general y palpacion se determinaba la CC, la cual era medida en la escala de
0 a 5 (Edmonson y col., 1989 ), criterio de inclusion CC >2.5. Posteriormente se
inspeccionaba el drea perineal, la cola y los tarsos en busca de descargas frescas o secas.
Luego se realizaba la PT con el fin de determinar la morfologia del ttero y la presencia

de estructuras palpables en los ovarios (Zemjanis, 1973).

Diagnéstico de EC

El diagnoéstico de EC se realizé por medio de la recuperacion de flujo vaginal
conocida como FL. Para el mismo, una vez que el animal era contenido e inmovilizado
en el cepo, la zona perineal era higienizada con abundante cantidad de agua y secada
con toallas descartables de papel. La mano contraria a la usada para el tacto era
protegida con un guante de latex, los labios de la vulva eran abiertos con los dedos de
esta mano mientras que la otra, cubierta por un segundo guante de tacto nuevo y
lubricado con gel de ultrasonido, era ingresada a la vagina. Luego se palpaban las
paredes laterales y la pared craneal de la vagina; el cérvix era palpado con el fin de

determinar su grado de abertura, forma y posibles lesiones que pudieran existir. El flujo
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vaginal era colectado en la mano en la parte mas craneal de la vagina. La mano, una vez
retirada de la vagina, era abierta a contraluz para permitir la evaluacién del mucus
(Dominguez y col., 2006; Sheldon y col., 2006).

El flujo wvaginal colectado era clasificado en cuatro grados segun sus
caracteristicas: flujo normal translicido sin fléculos de pus (F0), flujo con floculos de
pus (F1), flujo purulento sin olor (F2), y flujo purulento con olor fétido (F3). Aquellos
animales que presentaban FO eran diagnosticados negativos a EC y aquellos que
presentaban F1, F2 o F3 eran diagnosticados con EC. (Dominguez y col., 2006; Sheldon
y col., 2006). Luego se procedia a la toma de una muestra de CB y de una BU por

animal.

Cytobrush
Para poder realizar este estudio se desarrolld un nuevo modelo de pistoleta de
acero inoxidable que permite utilizar cepillos ginecologicos cérvico-uterinos
descartables (Papanicolaou) y vainas sanitarias descartables tipo Cassou de IA. Esta
modificacion permite utilizar una sola pistoleta para realizar el muestreo de varias vacas
con solo realizar el cambio de los cepillos y vainas descartables entre cada muestra.
Ademés, permite realizar la toma de muestras en un tiempo mucho més corto y a menor
costo, debido a que ambos descartables se fabrican en el pais.
Brevemente, la pistoleta desarrollada consta basicamente de cinco partes (Figura
2.2)
A. Pieza tubular de acero inoxidable hueco en todo su largo de 43,5 cm de
longitud, con la parte posterior ranurada y terminada en forma de cono;

con un tope interno de 5 cm en la parte anterior de la pieza.
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B. Pieza tipo émbolo alargada de acero inoxidable de 45,5 cm de longitud,
con 1 cm de rosca en la parte anterior, y con un disco terminal a modo de
tope posterior de la pieza.

C. Cepillo de cerdas plasticas suaves insertas en un eje de alambre de 2 cm
de longitud, cabo pléastico de 5 cm de largo. Son de uso comun en
ginecologia humana y se adquieren estériles (Medibrush, Argentina).

D. Anillo plastico.

E. Vaina plastica transparente de IA de 43,8 cm de largo y 0,5 cm de
diametro (IMV, Francia).

Las porciones C y E son descartables y ambas son ampliamente comercializadas
para otros usos en medicina humana y veterinaria, lo que permite el recambio entre
animales, previniendo la contaminacion de la muestra y la transmision de enfermedades
de una animal a otro.

Una vez fijado el cérvix via rectal, se procedia al cateterismo del mismo,
mediante una maniobra similar a la utilizada en la IA. Una vez alcanzado el cuerpo
uterino la pistoleta era dirigida a un cuerno, en ese momento el cepillo era expuesto a la
superficie endometrial de un cuerno uterino y girado dos vueltas completas en sentido
horario; luego el cepillo era retraido dentro de la vaina sanitaria (Figura 2.3).

Una vez tomada la muestra, el cepillo era desmontado de la pistoleta, rotado
sobre un portaobjetos nuevo, numerado y fijado para la preservacion de la morfologia
celular. Para esto se utilizd un spray fijador comercial de cabello en aerosol (Roby,
Argentina) el cual era rociado finamente sobre el portaobjetos (Figura 2.4).

Una vez en el laboratorio, las muestras eran coloreadas con tincién comercial

diferencial rapida tipo Giemsa modificada, Tinciéon 15 (Biopur, Argentina). La
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evaluacion de las muestras se hizo con microscopio Optico a 400 aumentos (Nikon
Eclipse E200, Japdn); para esto se contaban y diferenciaban 200 células como minimo
por preparado para asi obtener el porcentaje de PMN sobre células totales
(Kasimanickam y col., 2004) (Figura 2.4).

Los puntos de corte utilizados como indicativo de la presencia o no de
inflamacion subclinica en el endometrio (muestra positiva o negativa a ES) fueron >8%
PMN para el INT1 (21-33dpp), >6% PMN para el INT2 (34-47dpp) y como >4% para

el INT3 (48-62dpp) (Madoz y col., 2010) (Capitulo III).
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Figura 2.2. Fotografias del instrumental utilizado en el estudio para realizar el cepillado
del endometrio. A) pistoleta armada y por debajo, las partes que la forman.
B) porcidn anterior de la pistoleta, donde se observa el cepillo y la vaina que
lo recubre.
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Figura 2.3. Fotografias de la pistoleta para realizar el cepillado del endometrio en un
tracto reproductivo bovino. A) pistoleta localizada en la curvatura menor del
cuerno uterino derecho sin exteriorizar el citocepillo de la vaina. B) porcion
anterior de la pistoleta con el citocepillo exteriorizado listo para realizar la
toma de muestra de citologia endometrial.
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Figura 2.4. Fotografias del procesamiento de la muestra de citologia endometrial a campo. A) corte de la vaina para exteriorizar el
citocepillo (Medibrush, Argentina); B) extendido sobre el portaobjetos; C) fijado del extendido con spray; D) coloracion del
extendido con tincion 15 (Biopur, Argentina).
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Biopsia uterina

Para su obtencidn, se utilizd una pinza de biopsia de acero inoxidable de 53 cm
de largo total y 0,5 cm de didmetro anterior, en cuyo extremo poseia una pequefia
mandibula de 0,6 x 0,4 cm con filo en los bordes de corte. El mecanismo de corte era
manejado a través del cierre de su parte posterior, tipo tijera (Figura 2.5). Previo a cada
uso, la pinza era desinfectada (Bagodryl, Biogénesis Bag0) para evitar contaminaciones
entre los animales.

La toma de muestras se realizaba una vez enhebrado el cérvix, con el extremo
anterior de la pinza posicionado sobre la superficie endometrial de un cuerno uterino
(misma técnica que la explicada para el CB). Luego se abrian las ramas de la pinza y
haciendo leve presion sobre el utero desde el recto, se cerraban las ramas y se giraba la
pinza 90 grados. Una vez que la pinza de BU era retirada del animal, la porcion
biopsiada era tomada con una pinza de mano tipo anatomica y colocada en tubos con
tapa tipo Eppendorf (1,5 ml) con soluciéon formolada tamponada al 10% hasta su
procesamiento histoldgico. Posteriormente en el laboratorio, las muestras eran
deshidratadas, incluidas en parafina, cortadas con micrétomo y tefiidas con hematoxilina
y eosina para la obtencion de los cortes correspondientes de utero. El procesamiento de
las biopsias fue realizado por un técnico histoélogo.

Las biopsias fueron observadas y clasificadas a ciegas por dos operarios. Para la
clasificacion de las mismas se utiliz6 una escala de 0 a 3 seglin el grado de inflamacion
que presentaban (Bonnett y col., 1991b) (Chapwanya y col., 2009).

e Grado 0: ttero inerte o quiescente, sin inflamacion
¢ (Grado 1: Inflamacion leve.

e Grado 2: Moderada inflamacion.
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e (@rado 3: Severa inflamacion.
Esta clasificacion concuerda con los cambios inflamatorios de la escala utilizada por

Azawi y col para las biopsias uterinas de bufalas (Azawi y col., 2008)

Figura 2.5. Fotografia de la pinza de biopsia endometrial utilizada para realizar el
estudio
Analisis Estadistico
Para evaluar la correlacion entre la clasificacion de las biopsias realizada por los
dos operarios se utilizo el indice Kappa, mediante el cual se logra cuantificar el grado de

acuerdo entre los resultados de ambos. El coeficiente varia entre 0 (nulo) y 1 (méaximo);
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cuando el coeficiente Kappa es alto (>0,7) indica un gran nivel de concordancia (SAS,
2009)

Los resultados de las citologias (positiva/negativa) y de las biopsias (0, 1, 2 y 3) fueron
analizados por GENMOD de SAS para distribucion multinomial, enlace cumulative
logit. La modelizacion se realiz6 para la probabilidad de obtener biopsia 0 en funcion de
la citologia negativa vs positiva y viceversa. El grado de asociacion entre las citologias

y las biopsias se midi6 por el PROC FREQ de SAS (coeficiente Cramer’s V).

RESULTADOS

Luego de haber descartado aquellas biopsias que no permitian la evaluacion
integra del corte de endometrio, y aquellas que fueron obtenidas de sitios carunculares,
el analisis estadistico se realiz6 sobre un total de 37 animales muestreados. En la Figura
2.6 se puede observar tres microfotografias de cortes histologicos de biopsias de utero y
en la Figura 2.7 se puede observar tres microfotografias de extendidos de citologia
endometrial realizados con la técnica de CB.

Cada uno de los evaluadores clasifico las biopsias en una escala de 0-3, y dichos
resultados fueron comparados para lograr el mencionado indice de concordancia. El
indice Kappa obtenido mediante la comparacion de los resultados fue de 0,89, indicando
una alta concordancia entre los dos evaluadores de las biopsias.

Del total de las muestras, las citologias y las biopsias tomadas de vacas con FO
(n=31) fueron analizadas en conjunto para determinar la correlacion existente entre el
diagnostico citologico y el histopatoldégico de cada hembra estudiada. Para esto se

calcul6 la RP, esta es la proporcion entre la probabilidad de que un evento ocurra y la
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probabilidad de que no ocurra (Thrusfield, 2007), y para expresarla en porcentaje se
debe expresar como RP/1+RP.

Se encontr6 que existe una RP 13,1 mayor de que una citologia negativa a ES se
acompaie de una biopsia 0 (sin inflamacion), a que lo haga una citologia positiva a ES.
Expresado de otra manera, hay un 92,9% de probabilidad de que una citologia negativa
a ES se acompafie de una biopsia de grado 0, mientras que s6lo hay 0,07% de
probabilidad de que una citologia positiva a ES se acompafie con una biopsia de tipo 0
(RP 0,076).

Por otro lado, se encontro6 que s6lo hay 0,07% de probabilidad de que una
citologia negativa a ES pueda ir acompafiada de una biopsia de grado 2 (RP 0,076). En
este caso, el calculo de probabilidad de la aparicion en conjunto de una citologia
negativa a ES con una biopsia tipo 3 no fue posible, ya que dicho tipo de biopsia no se
presento en animales con FO.

Las vacas con ES (n=4) presentaron biopsias de tipo 1 (3/4) y de tipo 2 (1/4), por
lo que ninguna de ellas present6 grado nulo de inflamacion.

Para medir el grado de asociacion (la intensidad de relacion entre dos variables
nominales) entre las citologias y las biopsias, se calculd el coeficiente de contingencia
de Cramer’s V. El mismo es posible de ser calculado ain con diferente cantidad de
columnas y de filas de la tabla de contingencia analizada. Se encontrd un nivel débil de
asociacion entre las biopsias y las citologias, Cramer’s V 0,37 (1=asociacion perfecta,

0,3-0,7 asociacion débil).
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Figura 2.6. Microfotografias de cortes histologicos de biopsias
uterinas. A) inflamacion leve, edema moderado,
epitelio intacto, biopsia tipo 1. B) glandulas
endometriales normales, sin presencia de fibrosis,
inflamaciéon leve, biopsia tipo 1. C) atrofia
glandular, inflamaciéon moderada, biopsia tipo 2.
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Figura 2.7. Microfotgraﬁas de exenido de itologias endometriales. A) 50% PMN;
B) 11% PMN; C) 0% PMN.
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DISCUSION

Se encontrd alta correlacion (Kappa >0.7) entre las clasificaciones de las
biopsias por los dos operarios (Kappa =0.89), aunque no asi entre los hallazgos
citologicos y los histopatologicos (Coeficiente Cramer’s V=0,37, asociacion débil). Esto
ultimo podria estar dado por los cambios fisioldgicos tipicos del ciclo uterino bovino,
los cuales podrian no verse reflejados en la citologia, ya que la misma s6lo muestra los
tipos celulares que se encuentran en la parte mas superficial del endometrio, mientras
que la biopsia muestra ademas los que se encuentran las capas subyacentes. Por lo tanto,
estos resultados estdn en contraposicion con nuestra hipdtesis original de que los
cambios inflamatorios detectados por el CB, se corresponderian con cambios
histolégicos endometriales observados con la BU.

La cantidad de células inflamatorias dentro de la seccidon podria estar relacionada
con la etapa del ciclo estral en que se encontraba la hembra al momento de la toma de
muestra. Estudios realizados en vacas sin problemas reproductivos, mostraron que una
variada cantidad de PMN se encontraba presentes durante un tiempo relativamente corto
previo y posterior al estro, mientras que en otros momentos del ciclo no se encontraban
presentes. Los PMN pueden ser fisiologicamente normales en y bajo la superficie del
epitelio, alrededor de los ductos glandulares y separados en el estroma superficial aun
en importantes cantidades, aunque no asi durante la fase luteal. Los eosinofilos en el
estroma, independientemente de la fase del ciclo, podrian ser también considerados
como fisiologicos, aunque nunca en grandes cantidades durante la fase luteal (Studer

and Morrow, 1978a).
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A pesar de que no se encontrd fuerte asociacion entre la totalidad de las
citologias y las biopsias, los datos muestran que es alta la probabilidad (92.9%) de que
una citologia negativa se acompafie con una biopsia 0 (sin inflamacidon aparente),
mientras que para el mismo caso, una citologia positiva presenta una probabilidad
infima comparativamente (0,07%). De manera inversa, se encontrd también muy baja
probabilidad (0,07%) de que una citologia negativa a ES se pueda acompafiar de una
biopsia con alto grado de inflamacién (biopsia tipo 2). Estos datos indicarian que a
pesar de que no se encontrd una alta correlacion general, existe una fuerte tendencia a
que las citologias negativas se acompainien de biopsias con bajo grado de inflamacion,
mientras que las positivas con biopsias de alto de inflamacion.

Debido a que la poblacion de vacas estudiada era heterogénea (distinta cantidad
de partos), ciertos hallazgos crénicos de la evaluacion histoldgica de las biopsias no han
podido ser analizados y usados para la determinacion final del grado de inflamacion de
la biopsia. Como ejemplo de esto podemos nombrar la presencia de fibrosis perivascular
y periglandular. De la misma manera, hallazgos que varian con la etapa del ciclo estral,
como el edema endometrial y la presencia de hemorragia subepitelial, fueron
documentados pero no tomados en cuenta para la clasificacion final, ya que la
comparacion de estos hallazgos podria generar una interpretacion erréonea. De todas
formas, existen estudios donde estos hallazgos han sido utilizados junto con el grado de
infiltracion celular para determinar las categorias de clasificacion (Chapwanya y col.,
2009).

Como se ha dicho anteriormente, se ha descripto que en la vaca no existe buena
correlacion entre la evaluacion de lesiones uterinas mediante una BU y la futura

fertilidad de la hembra, como si sucede en la yegua (Trigo Tavera, 1998). De manera
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contraria, en la vaca el diagnéstico de ES mediante la evaluacién de citologias
endometriales, ha demostrado estar relacionada con el IPP, IPC y la cantidad de
servicios por prefiez; o sea con la fertilidad potencial de esa reproductora

(Kasimanickam y col., 2004).

CONCLUSIONES

No se encontro clara asociacion entre los hallazgos histopatologicos y el
diagnostico citologico de inflamacion uterina, probablemente debido a que en la vaca no
se encuentran relacionados las lesiones y hallazgos uterinos con la fertilidad potencial

de la hembra para llevar a cabo una nueva gestacion.
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CAPITULO III1

ESTUDIO DE LOS CAMBIOS DE CITOLOGIA ENDOMETRIAL DURANTE

EL CICLO ESTRAL BOVINO

INTRODUCCION

La citologia endometrial obtenida por la técnica de CB ha demostrado ser la
mejor técnica de muestreo para el diagnostico de ES (Barlund y col.,, 2008;
Kasimanickam y col., 2005). Esta técnica es confiable y no genera distorsion celular
como sucede con el lavaje uterino (Kasimanickam y col., 2005). Ademas, como se ha
explicado en el Capitulo II, es de facil aplicacion, utiliza material descartable y no
requiere de equipamiento costoso.

En un corte histologico del ttero bovino se pueden distinguir el endometrio,
miometrio y perimetrio. Estas tres capas principales han sido explicadas en detalle en el
Capitulo II. El endometrio, es la capa mas interna y es la afectada en los casos de
endometritis, presenta en vaquillonas jovenes poco espesor y poco contenido de
glandulas. Estas caracteristicas cambian una vez que la hembra alcanza la madurez
sexual, ya que el endometrio aumenta su espesor y la cantidad de glandulas se hace mas
numerosa (Hansel, 1959). A partir del momento en que la hembra comienza a ciclar, el
utero bovino normal presenta, de manera similar a lo que sucede en otras especies,
cambios estructurales fisioldogicos que dependen del perfil hormonal predominante
(Ohtani y col., 1993). Dentro de ellos, los cambios mas relevantes de cada fase del ciclo

estral bovino de detallan a continuacion.
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Al comienzo del proestro el epitelio superficial es cubico; luego con el aumento
del flujo sanguineo aumenta el grosor del endometrio debido a la proliferacion celular y
al edema que se presenta. El edema comienza en las partes mas profundas del tejido,
cercano al miometrio, y gradualmente se propaga. También comienza a notarse el
crecimiento glandular aunque sin grandes ramificaciones. El miometrio aumenta su
tonicidad y las células epiteliales se hacen mas altas (Asdell, 1955; Bonafos y col.,
1995; Constantin and Meissonnier, 1981; Jones and Hunt, 1997).

Durante el estro se alcanzan los niveles maximos de edema endometrial e
hiperemia; y durante el metaestro, el edema comienza a disminuir a partir del segundo
dia del ciclo estral debido a que hay colapso de algunos vasos sanguineos de la mucosa
(Asdell, 1955).

Durante el diestro, bajo el dominio de la progesterona, el endometrio cambia sus
caracteristicas hacia un epitelio de tipo secretor. Las células aumentan en tamafio y
nimero, y es notorio el crecimiento glandular con ramificaciones y secrecion. Hacia los
ultimos cuatro dias del diestro, el endometrio comienza su regresion, las glandulas se
acortan cesando su produccion y el epitelio disminuye de tamafio. (Dellmann and
Brown, 1993; Jones and Hunt, 1997).

Junto con los cambios antes mencionados, se han descripto una mayor llegada de
células blancas en determinados momentos del ciclo estral. A pesar de que la existencia
de variaciones en dichas células se conoce de larga data, no hay un acuerdo total entre
diferentes informes (Dhaliwal y col., 2001). La presencia de un mayor nimero de
linfocitos entre el d 3 y 5 del ciclo estral y la de PMN desde el fin del proestro hasta el d
3 0 4 del ciclo ha sido reportada por Dellman (Dellmann and Brown, 1993). El aumento

de PMN coincide con la descripcion de Kojima y Selander, quienes los encontraron
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relacionados con el estro y el metaestro (Kojima and Selander, 1969). Por otro lado, la
descripcion de Ohtani es un ejemplo que difiere de lo anterior, ya que describe la
llegada e infiltracion de PMN por debajo del epitelio superficial los d 7-8 del ciclo,
habiendo tomado como d 0 al comienzo del estro (Ohtani y col., 1993).

Si bien en los ultimos afios algunos trabajos han utilizado la citologia
endometrial para el diagndstico de ES (Gilbert y col., 2005; Hammon y col., 2006;
Kasimanickam y col., 2004) (Galvao y col., 2009 ; Galvao y col., 2011; Plontzke y col.,
2010; Westermann y col., 2010) (McDougall y col.,, 2011), ninguno de ellos ha
estudiado la variacion del porcentaje de PMN durante el ciclo estral de la vaca. El hecho
de que en cierto momento del ciclo se presente un mayor porcentaje de PMN en las
capas mas superficiales del utero, plantea la posibilidad de que el diagnostico de ES
pueda verse alterado. Como fue explicado anteriormente, el porcentaje de PMN es
determinante de un diagnostico positivo o negativo a dicha afeccion, y un aumento
fisiolégico de PMN aumentaria el diagndstico de falsos positivos aumentando asi la

prevalencia de la ES.

En resumen, conociendo que el CB es la mejor técnica para la obtencion de
citologias uterinas y que refleja en forma préctica los cambios a nivel endometrial, se
planted la necesidad de estudiar las variaciones fisioldgicas del porcentaje de PMN
durante el ciclo estral con el objeto de poder descartar posibles resultados falsos
positivos debidos a variaciones fisiologicas de PMN. Por lo tanto, el objetivo general de
este capitulo fue estudiar las variaciones fisiologicas del porcentaje de PMN en el

endometrio durante el ciclo estral por medio de la técnica de CB.
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Los objetivos particulares de este capitulo fueron:
e Estudiar las variaciones del porcentaje de PMN a lo largo del ciclo estral
en vacas sincronizadas y negativas a EC.
e Estudiar las variaciones del porcentaje de leucocitos mononucleares y el
tamano de las células endometriales a lo largo del ciclo estral en vacas

sincronizadas y negativas a EC.

Las hipoétesis mas relevantes de este capitulo fueron:
e El porcentaje de PMN no varian a lo largo del ciclo estral en vacas
sincronizadas y negativas a EC.
e El porcentaje de leucocitos mononucleares y el tamafio de las células
endometriales no varia a lo largo del ciclo estral en vacas sincronizadas y

negativas a EC.

MATERIALES Y METODOS
Disefio experimental y animales

Para este experimento se utilizaron hembras bovinas (Bos taurus) de raza
Holando Argentino pertenecientes al tambo comercial Las Dos Marias ubicado en la
localidad de Marcos Paz, provincia de Buenos Aires. El experimento se realizd entre
octubre y diciembre del 2009. Se utilizaron vacas en postparto (n=53) que se
encontraban entre 27 y 56 dpp al momento del comienzo de la toma de muestras (d 0).

Los animales incluidos en el experimento, debian tener una CC >2.5, no haber padecido
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abortos, distocias ni retencion de placenta en su tltimo parto y encontrarse ciclando y en
buen estado de salud general.

En primer lugar, se realizo el examen general del animal, la evaluacion del tracto
reproductivo por PT y la evaluacion del flujo vaginal mediante la técnica de FL
descripta en el Capitulo II. Se seleccionaron aquellas vacas sin EC, con flujo normal
translucido y sin rastros de pus (F0). Los ovarios de las vacas seleccionadas fueron
evaluados mediante ecografia (Mindray™ 6600Vet, Nanshan, China; sonda de 7.5
MHz), y aquellos animales con imagenes ovaricas compatibles con aciclia (ausencia de
CL y foliculos mayores a 8 mm de diametro), no fueron incluidos en el experimento.

Las vacas seleccionadas (n=30) fueron sincronizadas segin el protocolo
Ovsynch (Pursley y col., 1997). A todas las vacas se les aplico una primera dosis de 8
ug de buserelina ([Hormona liberadora de gonadotrofinas, GnRH], Gonaxal- Biogenesis
Bago, Argentina; d -9), una dosis de 150pug de un andlogo sintético de Prostaglandina
F,, siete dias més tarde (D-Cloprostenol, Enzaprost DC-Biogénesis Bagd, Argentina; d -
2), y una segunda dosis de GnRH dos dias mds tarde (d 0). Todos los animales
sincronizados (n=17) fueron muestreados el dO (estro), d4 (metaestro), d11 (diestro), y
d18 (proestro). El dia 0 fue tomado como el ultimo dia de la sincronizacion, 12 h luego
de la segunda dosis de GnRH. La disminucién de la cantidad de animales entre la
seleccion para la sincronizacion (n=30) y los animales muestreados (n=17), se debid a
que algunos animales no respondieron al protocolo de sincronizacion Ovsynch
(evaluado por caracteristicas del utero a la PT) y a que otros no se encontraron presentes
en el momento del muestreo, por lo que fueron descartados del estudio.

Se tomaron muestras de citologia mediante de la técnica de CB y de sangre

mediante puncidn de la vena de la cola los dias 0, 4, 11 y 18 del ciclo estral de todos los
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animales sincronizados. Las muestras de sangre fueron centrifugadas y almacenadas a -
20°C hasta que se realizo la medicioén de las concentraciones séricas de P4 mediante un
kit comercial de RIA en fase sélida (Coat-A-Count, Progesterone; Diagnostic Product
Corporation, Los Angeles, CA). El coeficiente de variacidon intra-ensayo para el pool
alto de P4 (6,45 ng/ml) fue de 5,14% y para el pool bajo de la misma hormona (0,8
ng/ml) fue de 10,21%.

Las muestras de citologia endometrial fueron procesadas de la misma manera
que se describid previamente Capitulo II. Luego se montaron usando un cubreobjetos de
50 x 25 mm, xilol y balsamo de Canadé sintético para la preservacion de la morfologia
celular. En cada muestra de citologia endometrial se determiné el porcentaje de PMN y
de células blancas mononucleares sobre las células totales. El conteo se realiz6 a ciegas
por dos evaluadores y por triplicado.

Posteriormente, se tomaron fotos de las citologias endometriales a 1000
aumentos con microscopio binocular (Olympus BX40, Japén) conectado a una video
camara (Sony CCD-IRIS/RGB, Japon). Este equipamiento se encontraba conectado a
una computadora Power Mac G4.

El andlisis de las fotografias se realizdé mediante el software Apple video player
(Quick Time®™, Cupertino, USA; 4 fotografias por preparado) con una magnificacion de
1000 aumentos. Sobre las fotos se realiz6 la citometria de las células endometriales con
el programa Imagel] de procesamiento de imdgenes de dominio publico (NIH, USA).
Por medio de este software, se midio area (pz), perimetro (p) didmetro de Feret (u) de 10

células endometriales por preparado.
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Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados por los procedimientos GENMOD vy
MIXED de SAS (SAS, 2011; Wolfinger and Chang, 1995). Se evaluaron los conteos de
PMN vy de células mononucleares (GENMOD, distribucién binomial, funcion Logit), el
tamafo de las células endometriales (area celular, perimetro y didmetro de Feret) y las
concentraciones de P4 sérica durante los diferentes dias de muestreo (PROC MIXED
para mediciones repetidas en el tiempo). Ademas, se utilizaron funciones polinémicas
lineales, cuadraticas y cubicas para determinar el efecto del tiempo (dias del ciclo estral)
sobre las variables dependientes.

La concordancia entre los diagnosticos de ES obtenido por los diferentes
operarios se evalué mediante el indice Kappa (procedimiento FREQ de SAS®, (SAS,
2009). Para esto, el conteo de PMN fue realizado a ciegas en cada muestra por dos
operarios diferentes y luego fueron clasificadas en positivas y negativas de acuerdo al
porcentaje de PMN y a los dpp segun la escala descripta anteriormente (Madoz y col.,
2010). Una vez obtenidas las categorias, se realizo el anélisis de concordancia mediante
el calculo indice Kappa para los resultados obtenidos por dos evaluadores distintos y

para las dos evaluaciones a ciegas por el mismo operario.

RESULTADOS

Las concentraciones séricas de P4, variaron en forma significativa entre los dias
del ciclo estral (d0, 0,42 +0,42; d4, 1,16+0,43; d11, 4,69+0,44; d18, 2,85 +0,46 ng/ml;
P<0,01; Figura 3.1 A y B). Dichos cambios en las concentraciones de P, fueron

explicados por una funcién polindmica ctbica (P<0.001).
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Todas las vacas muestreadas resultaron negativas a ES ya que los porcentajes de
PMN siempre estuvieron por debajo de los valores de corte determinados para el
diagnodstico de ES (<4-8%, 21-62 dpp). De hecho, no se encontraron diferencias
significativas en el porcentaje de PMN entre los diferentes dias del ciclo estral
(1,51+0,50, P>0,64; Figura 3.1 A). El porcentaje de mononucleares, al igual que el de
PMN, tampoco mostré diferencias significativas entre los distintos dias del ciclo estral
(1,44+0,32, P>0.06; Figura 3.1 B).

Los conteos de PMN mostraron alta correlacion entre dos conteos de la misma
muestra por un mismo operador (indice Kappa 0,81) o por distintos operadores (indice
Kappa 0,76).

El érea, el perimetro y el diametro Feret de las células endometriales no vario
entre los dias del ciclo estral (361,16+£24.26 uz, P>0.12; 74,8442,32 n, P>0.37;

27,76+0,85 p, P>0.48; Tabla 3.1.)
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Tabla 3.1. Cuadrado medio minimo (CMM) y error estdndar (EE) de las
concentraciones de progesterona y del area, perimetro y didmetro de Feret de las células
endometriales durante el ciclo estral en vacas sin EC y sincronizadas con un protocolo
Ovsynch.

Dia 0 Dia 4 Dia 11 Dia 18 P
Progesterona (ng/ml) 0,42+0,42 1,16+0,43 4,69+0.44 2,85+0,46 <0,00
Area cel. endom. (uz) 328,4+22, 385,3£22, 338,9+£26, 391,9+26, >0,12
Perimetro cel. endom. (p) 73,48+2,0 77,02+2,1 72,18+2,5 76,71+2,5 >0,37

Diametro Feret cel. endom. (n) 27,20+£0,7 27,96+0,8 27,03+0,9 28,85+0,9 >0,48

DISCUSION

Los resultados de este capitulo permiten aceptar la hipotesis planteada que el
porcentaje de PMN no varia a lo largo del ciclo estral en vacas ciclando y negativas a
EC. Mediante el uso de un protocolo de sincronizacion de celos como el Ovsynch, fue
posible sincronizar el inicio del ciclo en todas las vacas experimentales y de esta forma
estudiar las variaciones de los conteos de PMN a lo largo del ciclo estral. A nuestro
saber, este es el primer trabajo que ha estudiado las variaciones en el porcentajes de
PMN durante el ciclo estral en vacas normales sin EC.

Las concentraciones séricas de P, descriptas en las vacas sincronizadas
mostraron variaciones de acuerdo al momento del ciclo en que se encontraban los
animales en el dia del muestreo, demostrando claramente la efectividad del protocolo

utilizado. Dichas concentraciones estaban por debajo de 1 ng/ml en el dia del celo (d0),
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luego fueron aumentando paulatinamente durante el metaestro (d4) hasta alcanzar su
maxima concentracion durante el diestro (d11) para luego descender durante el proestro
(d18). La curva obtenida en este estudio coincide con las variaciones normales de
concentracion de P4 durante el ciclo estral bovino reportadas previamente por otros
autores (Forde y col., 2011; Hansel, 1959; Hansel and Convey, 1983).

Varios trabajos, incluyendo este trabajo de tesis, han determinado los puntos de
corte del conteo de PMN para el diagndstico de ES utilizando una curva ROC
(Kasimanickam y col., 2004) [10-18%]; (Galvao y col., 2009 ) [4-8,5%]; (Madoz y col.,
2010), Capitulo 1V, 4-8%); cuartiles (McDougall y col., 2011) o un valor arbitrario
(Gilbert y col., 2005) [5%]; (Hammon y col., 2006) [25%]; (Galvao y col., 2010)
[>10%]; (Plontzke y col., 2010) [5%]. El uso de una curva ROC (acronimo de Receiver
Operating Characteristic, o Caracteristica Operativa del Receptor) es probablemente el
método mas adecuado para el célculo de dichos valores de corte debido a que por un
lado, permite buscar el punto de maxima sensibilidad y especificidad y por el otro lado,
permite correlacionar el porcentaje de PMN con el IPC.

Tanto en este trabajo, (Capitulo IV) como en otros trabajos que han utilizado las
curvas ROC para determinar el punto de corte en el porcentaje de PMN (Galvao y col.,
2009 ; Kasimanickam y col., 2004), los puntos de corte han sido siempre superiores al
4%. El hecho de que en este trabajo el porcentaje de PMN durante las diferentes etapas
del ciclo estral haya sido en promedio de 1.51% confirma que la curva ROC clasifica en
forma correcta las vacas con ES, y que recién a partir de 4% a 8% de PMN comienza a
disminuir la fertilidad en las vacas con ES.

El coeficiente Kappa permite conocer el nivel de acuerdo o concordancia entre

dos evaluadores frente a una misma muestra o entre una misma muestra evaluada por un
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mismo evaluador en dos ocasiones diferentes. La magnitud del indice Kappa esté
influenciada mayormente por la extension del acuerdo y por la prevalencia de la
afeccion en estudio (Dohoo y col., 2003). Si bien el indice Kappa varia entre 0 (nulo) y
1 (méximo), cuando es mayor a 0,7 indica un alto nivel de concordancia entre los
evaluadores (SAS, 2009). En este estudio, cuando una misma muestra de CB fue
evaluada por un mismo operador en dos momentos diferentes, el indice Kappa tuvo un
valor de 0,81 demostrando un alto nivel de concordancia entre ambas lecturas del
porcentaje de PMN. Asimismo, cuando una misma muestra de CB fue evaluada dos
evaluadores diferentes, el indice Kappa tuvo un valor de 0,77, también demostrando un
alto nivel de concordancia entre ambos evaluadores.

A pesar de que existen varios estudios publicados en los ultimos afios sobre el
uso CB para el diagnostico de ES, en un solo estudio previo se utilizé el indice Kappa
para evaluar el grado de concordancia entre dos evaluadores frente a una misma muestra
(Gilbert y col., 2005). En dicho estudio obtuvieron un indice Kappa mayor a 0,70
(0,86), muy similar al obtenido en este trabajo. Sin embargo, a nuestro saber, este es el
unico trabajo que ha demostrado un alto nivel de concordancia (0,81) entre dos lecturas
del porcentaje de PMN realizadas por un mismo evaluador.

Los datos obtenidos en este estudio nos permiten descartar la posibilidad de que
ocurran fallas en el diagnostico de ES por la técnica de CB debidas a cambios uterinos
fisiolégicos en vacas de postparto. Esto quedo principalmente demostrado al no
encontrarse variaciones significativas en el porcentaje de PMN a lo largo del ciclo,
contrariamente a lo que se podria esperar, conociendo que existe una mayor llegada de
células inflamatorias en las etapas del estro y el metaestro durante el ciclo estral normal

de la hembra bovina. Probablemente dichos cambios no afectan al cepillado diagndstico
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debido a que no se producen superficialmente, sino que la llegada de células
inflamatorias abarca porciones mas profundas del endometrio, ubicandose
principalmente por debajo del epitelio superficial (Ohtani y col., 1993), por lo que no
son recogidas durante la toma de muestras. Similar explicacion podria darse a la falta de
variaciones significativas en el porcentaje de mononucleares a lo largo del ciclo estral.

Con respecto al tamafio de las células endometriales, este no varid
significativamente a lo largo del ciclo. Si bien es conocido que el epitelio superficial
uterino cambia (epitelio cilindrico y pseudoestratificado) segiin el momento del ciclo y
el nivel hormonal que predomine; no se han encontrado diferencias morfométricas en
las células medidas en el extendido citologico obtenido con el CB. Esto puede ser
debido a que las mediciones de area, perimetro y diametro de Feret de las células
endometriales fueron tomadas directamente sobre los frotis donde puede ser que estas
no conserven sus dimensiones originales.

Los resultados demuestran que a pesar de los cambios ciclicos fisioldgicos que
ocurren en el utero, el diagndstico de ES por la técnica de CB, no se encuentra alterado

y que el mismo refleja los cambios inflamatorios que ocurren en el endometrio.

CONCLUSIONES
Los resultados de este capitulo demuestran que el porcentaje de PMN no varia a
lo largo del ciclo estral en vacas normales sin EC, y que por lo tanto el diagnostico de

ES por la técnica de CB refleja los cambios inflamatorios que ocurren en el endometrio.
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CAPITULO IV

DETERMINACION DE LOS PUNTOS DE CORTE PARA EL
DIAGNOSTICO DE ENDOMETRITIS SUBCLINICA POR LA
TECNICA DE CYTOBRUSH Y ESTUDIO DE SU PREVALENCIA
E IMPACTO SOBRE LA EFICIENCIA REPRODUCTIVA EN

VACAS DE TAMBO

INTRODUCCION

Hasta el afio 2006, debido a la falta de homologacion de los términos referidos a
la definicion del caso clinico de las distintas alteraciones uterinas del postparto bovino,
existia gran variacion en los informes de diagnostico y prevalencia de las metritis y las
endometritis en vacas lecheras. Esto se debia principalmente a diferencias en cuanto al
momento en que se realizaba el muestreo y a la prueba de diagnodstico utilizada.

Segun gran parte de las publicaciones, se podria considerar que en ausencia de
EC una vaca es diagnosticada positiva a ES cuando la citologia endometrial presenta
>18% PMN para muestras tomadas entre los 21-33 dpp, o >10% PMN para muestras
entre 34-47 dpp; (Kasimanickam y col., 2004; Sheldon y col., 2006). A pesar de que
estos valores de corte son los aceptados por la mayoria de los investigadores, no existe
consenso total, variando los valores de corte entre 4 y 25% PMN (Galvao y col., 2009 ;
Hammon y col., 2006); basadas en estas diferencias, las interpretaciones y comparacion
de resultados entre diferentes estudios se hace controversial. Esto se complica mas atn,

al extrapolar datos reproductivos relacionados con ES de animales bajo sistemas de
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explotacion estabulados a nuestro sistema de produccion pastoril ya que la prevalencia
de ES en Argentina, -al igual de lo que sucede con la EC-, es mas baja que en Europa y
en Norteamérica, muy probablemente debido a las diferencias en los sistemas de
produccion.

Mientras que en un estudio en el que se utilizd un valor de corte arbitrario del
5% de PMN, se reportd una prevalencia promedio de ES del 53% con un rango entre
tambos del 37% a 74% (Gilbert y col., 2005); en otro estudio en donde se valido la
técnica y se utilizaron valores de corte del 18% de PMN para vacas muestreadas entre
20 y 33 dpp y del 10% de PMN entre 34 y 47 dpp, la prevalencia de ES fue del 34%
(Kasimanickam y col., 2004). Barlund también utiliz6 a la citologia endometrial como
diagnostico pero tomando un 8% de PMN como punto de corte, y la prevalencia de ES
encontrada fue de 11.8% en animales entre 28 y 41dpp (Barlund y col., 2008).

En la actualidad existen so6lo dos reportes de trabajos de ES realizados en la
Argentina; los mismos utilizaron diferentes puntos de corte, ambos elegidos
arbitrariamente y fueron del 10% (Feresin y col., 2006) y del 5% (Plontzke y col.,
2010). Las prevalencias encontradas fueron del 17.1% entre 15 y 80 dpp y del 38 y 19%
para los rangos de 18 a 38 y 32 a 52 dpp respectivamente.

En resumen, no existe un punto de corte para el diagnostico de ES que relacione
con una real disminucion en la eficiencia reproductiva que pueda ser aplicado
directamente al sistema argentino de explotacion pastoril. Los estudios publicados
fueron llevados a cabo en su mayoria en explotaciones intensivas y varian en los puntos
de corte que aplican y en los dpp de los animales muestreados. Esto hace que las

comparaciones, y mds aun la extrapolacion de estos datos al sistema argentino, no
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reflejen la situacion real de las hembras lecheras, generando posibles interpretaciones
erroneas.

Debido a lo anteriormente expuesto, y a que con sélo cambiar el nivel de corte
cambia notablemente la prevalencia de ES, el principal objetivo de este capitulo ha sido
validar la técnica de CB en nuestro pais y buscar los niveles de corte que se
correspondan con una disminucion de la eficiencia reproductiva de acuerdo a la
metodologia descripta por Dohoo (Dohoo y col., 2003), evitando asi extrapolar en
forma directa resultados de trabajos llevados a cabo bajo sistemas intensivos. Todo esto
con el fin de poder diagnosticar correctamente y tratar a estos animales en tiempo y

forma, mejorando asi el ambiente uterino para la potencial gestacion.

Los objetivos especificos de este capitulo fueron:

e Validar para el sistema argentino de produccion pastoril los puntos de
corte (porcentaje de PMN) segun los dpp para el diagnostico de ES por la
técnica de CB.

¢ Determinar la prevalencia de ES entre los 21 y 62 dpp en vacas de tambo
bajo sistema de produccion pastoril.

e Evaluar el impacto de la ES sobre la eficiencia reproductiva de las vacas

de tambo.

Las hipotesis principales hipdtesis fueron:
e La prevalencia de ES en Argentina en vacas de tambo es mas baja que la

comunicada por los paises con sistemas intensivos de explotacion.



45

e La ES afecta negativamente a la eficiencia reproductiva debido a que

aumenta el IPC y los dias de vaca vacia.

MATERIALES Y METODOS
Disefio experimental y animales

El estudio se llevd a cabo en cuatro tambos comerciales de la provincia de
Buenos Aires; ubicados en América, Brandsen, Carlos Casares y Carmen de Areco. Se
utilizaron vacas (n=487) de raza Holando Argentino en lactancia paridas entre enero del
2006 y noviembre del 2007. Las vacas fueron examinadas entre los 21 y 62 dpp durante
la visita mensual del veterinario asesor del establecimiento. En dicha visita, las vacas
eran observadas externamente para detectar la presencia de descargas externa de flujo
uterino en la cola, periné y vulva, e internamente mediante el examen del flujo vaginal
mediante la técnica descripta en el Capitulo II. Las vacas que poseian descarga uterina
anormal fueron diagnosticadas con EC y fueron descartadas del estudio. Asimismo, no
fueron incluidas en el estudio las vacas que habian recibido terapia antibidtica durante la
semana previa al momento del estudio. También se recolectaron los datos del numero de
lactancia (1 y >2), estacion de parto (verano, diciembre-marzo; otofio, marzo-junio;
invierno, junio-septiembre; primavera, septiembre-diciembre), distocia y mellizos y
enfermedades post parto (hipocalcemia, cetosis, retencion de placenta). El diagndstico
de gestacion se realizd mediante PT entre los dias 35 y 65 post IA.

Las muestras de citologia endometrial fueron recolectadas mediante la técnica de

CB modificada y evaluadas como fue descripto en el Capitulo IL
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Analisis estadistico

Las medidas de eficiencia reproductiva analizadas fueron IP1S, el IPC (dias de
vaca vacia), el porcentaje de prefiez a la primera inseminacién (PP11A), el porcentaje de
prefiez a los 100 dpp (PRE100), y el porcentaje de vacas vacias a los 200 dpp
(VAC200).

El punto de corte del porcentaje de PMN fue obtenido mediante el analisis de la
curva ROC (Dohoo y col.,, 2003) utilizando el paquete estadistico y de graficos
SigmaPlot 11® (Systat Software Inc., San José, CA, USA). Se graficé la sensibilidad y
la especificidad para cada porcentaje de PMN posible en un curva ROC con la mediana
de 100 dias de IPC (dias de vaca vacia) para la poblacion en estudio. Los intervalos de
dpp para los que se realiz6 el analisis de la curva ROC fueron los intervalos de 21-33
(INT21-33), de 34-47 (INT34-47), de 48-62 (INT48-62) y de 21-62 dpp (INT21-62).

El andlisis estadistico de los datos se realizd con el paquete estadistico de SAS
9.1 (Cary, 1990). Los modelos se construyeron mediante la técnica de eliminacidon
manual paso a paso. El valor de P de <0,15 fue utilizado como criterio de inclusion, y el
valor de P>0,15 fue utilizado como criterio de exclusion.

Para verificar la asuncion de proporcionalidad del riesgo de prefez de las vacas
con y sin ES, los datos fueron estratificados mediante la variable ES, y una funcion de
sobrevivencia de Kaplan-Meier fue estimada para cada grupo con el procedimiento
LIFETEST de SAS (Allison, 1995). Los estimadores de la funcion de sobrevivencia de
Kaplan-Meier fueron utilizadas para calcular las medianas del IPC y para graficar una
funcién de empalme suave (spline) con el paquete estadistico y de graficos SigmaPlot

11® (Systat Software Inc., San Jos¢, CA, USA).
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La TR de prefiez fue estimada utilizando un andlisis multivariado de
sobrevivencia mediante el analisis de regresion de riesgos proporcionales de Cox con el
procedimiento PHREG de SAS (Allison, 1995). El nimero de lactancias y la estacion
del parto fueron utilizados como covariables en el analisis. En el modelo de Cox, el cual
es un método muy utilizado para analisis de supervivencia, la variable de respuesta se
expresdé como la TR de prefiez, que representa la cuantificacion del riesgo instantaneo
de prefiez por unidad de tiempo, o sea la velocidad a la que las vacas quedan prefiadas
diariamente (Fourichon y col., 2000).

Por ultimo, las variables dicotomicas como el PP1IA, el PRE100, y el VAC200
fueron analizados por regresion logistica con el procedimiento GENMOD de SAS

(Allison, 1999).

RESULTADOS
Se muestrearon un total de 487 vacas, de las cuales luego de eliminar las vacas
con <21 dpp (n=6) y >62 dpp (n=96) quedaron 385 vacas utilizadas para el calculo de
prevalencia de ES. Luego de eliminar los registros de animales con datos incompletos,
el analisis estadistico de la eficiencia reproductiva se llevo a cabo sobre 347 animales.
Para el analisis de la curva ROC, el calculo de los valores de corte, el analisis de
sobrevivencia de Kaplan-Meier y para el andlisis multivariado de sobrevivencia
mediante el andlisis de regresion de riesgos proporcionales de Cox se utilizaron 319
vacas que poseian los datos de porcentaje de PMN e IPC.
La curva ROC identificd como puntos de cortes a >8% PMN para el INT21-33,

>6% PMN para el INT34-47, >4% para el INT48-62 y 5% para el INT21-62 (Figura
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4.1. A, B, C y D respectivamente). En la Tabla 4.1 se encuentra el area bajo la curva, el
error estandar, el intervalo de confianza (IC) del 95% y la probabilidad para el valor de
corte para cada intervalo analizado. Usando los puntos de corte obtenidos de las curvas
ROC, la prevalencia de ES calculada sobre vacas negativas a EC (n=385) fue de 21.5%,
16.0%, 16.0% y 19,7% para los INT21-33, INT34-47, INT48-62 y INT21-64

respectivamente.

Tabla 4.1. Analisis de curva ROC para estimar el porcentaje de corte de PMN, el area
bajo la curva, el error estandar (EE), el 95% del intervalo de confianza (IC)
y la probabilidad (P) para los intervalos de 21-33, 34-47, 48-62 y 21-62 dpp.

n % PMN Area EE 95% IC P
21-33 dpp 78 8,0 0,65 0,06 0,52-0,77 0,02
34-47 dpp 150 6,0 0,59 0,04 0,49-0,68 0,05
48-62 dpp 91 4,0 0,62 0,05 0,50-0,74 0,03
21-62 dpp 319 5,0 0,60 0,03 0,54-0,67 0,0008

La Tabla 4.2 muestra la eficiencia reproductiva de las vacas normales y las vacas
con ES. Las vacas con ES tuvieron una disminucion del 16,2% del porcentaje de
PREIIA y del 16,8% porcentaje de PREIO0 comparado con las vacas normales
(P<0,02, P<0,01; respectivamente); y un aumento del 7% del porcentaje de VAC200
(P<0,10). La relacion entre la proporcidon de vacas vacias y los dias vacias entre vacas
normales y vacas con ES, se muestra en la Figura 4.2. Las vacas normales tendieron a
prefarse mas precozmente que las vacas con ES para los distintos intervalos: 21 a 33
dpp (Figura 4.2A; mediana de dias vacios [MDV]=89 vs 160 d, P=0,08) y 34 a 47 dpp
(Figura 4.2B; MDV=90 vs 116,5, P=0,07); 48 a 62 dpp (Figura 4.2C; MDV=101 vs 132
d, P=0,05) y 21 a 62 dpp (Figura 4.2D; MDV=94 vs 123,5 d, P=0,006; Tabla 4.3). El

numero de lactancias y la condicién corporal al momento del muestreo afectaron el
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IPIS (Tabla 4.4); mientras que s6lo el numero de lactancias y la presencia de ES al
momento del muestreo afectaron el IPC (Tabla 4.4). Por cada 1% de incremento del
porcentaje de PMN, disminuy6 1,3% el riesgo instantaneo de prefiez (Tabla 4.4). Para
vacas con ES comparadas con vacas sin ES, la razon de riesgo de prefiez fue de 0.64 y
la tasa de prefiez relativa fue de 36% (P<0.01). Las vacas sin ES quedaron prefiadas

antes que las vacas con ES (P<0.01).

Tabla 4.2. Razon de probabilidad (RP) de prefiez, 95% del intervalo de confianza (IC)
y probabilidad del porcentaje de prefiez a la primera inseminacion (PP11A),
del porcentaje de prefiez a los 100 dpp (PRE100) y del porcentaje de vacas
vacias a los 200 dpp (VAC200) en vacas con ES comparado con vacas

normales.
Porcentaje RP' IC 95% P
PP1IA
Normal 45,2 (109/241) Referencia Referencia
E Subclinica 29,0 (18/62) 2,01 1,01-3,69 0,02
PRE100
Normal 54,3 (132/243) Referencia Referencia
E Subclinica 37,5 (24/64) 1,98 1,15-3,48 0,01
VAC200
Normal 8,6 (21/243) Referencia Referencia
E Subclinica 15,6 (10/64) 1,95 0,87-4,39 0,10

'Regresion logistica, procedimiento GENMOD de SAS.
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Tabla 4.3. Analisis de sobrevivencia y analisis de regresion de riesgos proporcionales
de Cox del intervalo parto 1 servicio (IP1S) y parto concepcion (IPC) en
vacas normales y con ES.

N  Mediana'  1C 95%' P' TR’ IC 95%” P’
IP1S
Normal 255 66,0-70,0 0,96 Referencia Referencia 0,95
E Subclinica 61 63,0-75,0 0,99 0,74-1,31
IPC
Normal 254 88,0-101,0 0,006 Referencia Referencia 0.0098

E Subclinica 64

101,0-147,0

0,68

0,52-0,91

' Analisis de sobrevivencia, procedimiento LIFETEST de SAS;
IC 95%: intervalo de confianza del 95%,
>TR: Tasa de riesgo, regresion de riesgos proporcionales de Cox, procedimiento PHREG

de SAS.

Tabla 4.4. Analisis de regresion de riesgos proporcionales de Cox' del intervalo parto 1

servicio (IP1S) y parto concepcion (IPC).

n TR IC 95% P
IP1S 212
Lactancia 0,13
1 Referente Referente
>2 0,80 0,61-1,06
Condicion Corporal 0.02
<2,5 Referente Referente
>2.5 1,38 1,05-1,83
IPC 208
Lactancia 0,03
1 Referente Referente
>2 0,73 0,54-0,97
Endometritis subclinica 0.07
Normal Referente Referente
E Subclinica 0,73 0,52-1,06
Porcentaje PMN? 305 0,98 0,97-1,00 0,06

Procedimiento PHREG de SAS; P<0,15 del efecto para entrar y salir del modelo
Por cada 1% de incremento del porcentaje de PMN, disminuye 1,3 % el riesgo

instantaneo de prefiez.
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DISCUSION

Con la realizacion de este estudio, se pudo validar por primera vez la técnica de
CB en nuestro pais, y determinar los niveles de corte que se corresponden con una
disminucién de la eficiencia reproductiva. Ademads, también se pudo determinar la
prevalencia de ES y su impacto sobre la eficiencia reproductiva en tambos comerciales.

Los valores de corte calculados en este trabajo fueron inferiores a los calculados
en Canada, 18% y 10% (Kasimanickam y col., 2004) pero muy similares a los usados en
USA por Gilbert, 5% (Gilbert y col., 2005), Galvao 8.5, 6.5 y 4.0% (Galvao y col., 2009
) y en Alemania por Raab, 5% (Raab y col., 2004). Estos resultados confirman los
hallazgos reportados en el capitulo III. Los valores de corte reportados en este capitulo
demuestran que comienza a haber disminucién de la eficiencia reproductiva a partir de
un porcentaje de PMN del 8% al 4% segin los dpp; y en el capitulo III quedo
demostrado que en las vacas normales de porcentaje PMN nunca supera el 2% durante
el ciclo estral. Por lo tanto, integrando los resultados de ambos trabajos, tomando todos
los datos en conjunto, queda claro que en vacas normales el porcentaje de PMN no
deberia superar el 5%, ya que a partir de este umbral comenzaria a disminuir la
eficiencia reproductiva.

La prevalencia total de ES encontrada (17% 21-62 dpp) fue menor a la
encontrada por Raab (41,3% 21-27 dpp y 16,4% 35-41 dpp), Kasimanickam (35,1% 20-
33 dpp y 34% 34-47 dpp), Gilbert (53% 40-60 dpp) y por Hammon 51,8% 25-31);
similar a la encontrada por Feresin en Argentina (17,1%15-80 dpp) y mayor que la
hallada por Barlund (11,8% 28-41 dpp). En este punto, hay que tomar en consideracion

que en algunos de los trabajos (Barlund y col., 2008; Gilbert y col., 2005; Hammon y
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col., 2006), la prevalencia fue medida sobre el total de vacas evaluadas y no sobre el
total de vacas clinicamente sanas, por lo que se ve muy limitada la comparacién con
resultados obtenidos por otros autores. Por lo tanto, se confirmé una de nuestras
hipoétesis de trabajo de que bajo condiciones pastoriles, la prevalencia de ES seria menor
que bajo condiciones de estabulacion.

También se confirmd la otra hipdtesis de trabajo, que la ES disminuye la
eficiencia reproductiva. Los resultados de eficiencia reproductiva obtenidos muestran
claramente que la ES afecta negativamente a la eficiencia reproductiva a vacas lecheras,
aumentando los dias de vaca vacia. Esto concuerda con la mayoria de los informes al
respecto (Kasimanickam y col., 2004) (Galvao y col., 2009 ; Gilbert y col., 2005;
Salasel y col., 2010) y disiente s6lo con uno en el que informan no haber encontrado
diferencias significativas entre vacas de tambo positivas y negativas a ES (Plontzke y
col., 2010). Esta discrepancia se podria explicar, debido a que en el presente trabajo se
utiliz6 un mayor nimero de animales que en el anterior, permitiendo tener un estudio

con mayor potencia, que permitid detectar estas diferencias previamente no detectadas.

CONCLUSIONES

La prevalencia de ES diagnosticada por la técnica de CB, en vacas lactantes de
tambo bajo sistema de produccion pastoril fue del 17%. Las vacas con ES tuvieron
16.2% de reduccion en la tasa de concepcidn al primer servicio, 16.8% de disminucién
en la cantidad de vacas prefiadas a los 100 dias de lactancia, y 29 dias mas de dias

abiertos comparado todo con vacas sin ES. Se identificaron como puntos de cortes a

>8% de PMN para el INT de 21-33dpp, >6% de PMN para el INT de 34-47dpp, >4% de
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PMN para el INT de 48-62dpp, y >5% para el INT de 21-62 dpp para el diagndstico de

ES por la técnica de CB.
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CAPITULO V

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO DE LA ENDOMETRITIS SUBCLINICA

INTRODUCCION

La mayoria de los procesos inflamatorios postparto del Gtero comienzan con la
contaminacion de la cavidad uterina. Antes del parto, el utero se encuentra estéril, y si
eventualmente llegara a ocurrir una invasion de bacterias, usualmente se produce la
muerte del embrion o el aborto del feto. Durante el parto, las barreras fisicas del cérvix,
la vagina y la vulva son franqueables, y las bacterias que provienen del medio ambiente,
la piel del animal y la materia fecal tienen la oportunidad de ascender por el tracto
reproductivo. De hecho, durante el parto y postparto, la contaminacién del ttero es
inevitable en el bovino; pero no necesariamente estd asociada con enfermedad clinica.
Luego del parto, y durante las dos a tres primeras semanas postparto, la contaminacion
bacteriana del utero bovino es una situacion dinamica, con contaminacion frecuente,
eliminacion de las bacterias y re contaminaciéon (Sheldon and Dobson, 2004). El
desarrollo de la afeccion uterina depende de la respuesta inmune de la vaca, y de las
especies y numero de bacterias. Si bien el nimero de bacterias patogenas en el utero de
postparto puede ser lo suficientemente grande como para superar los mecanismos de
defensa del tUtero, causando infecciones graves (metritis puerperales), esto rara vez
ocurre, y en la mayoria de los casos las infecciones uterinas son localizadas y estdn mas
comunmente asociadas con disminucién de la eficiencia reproductiva (endometritis)
(Sheldon y col., 2006). Cabe destacar, que la sola presencia de infeccion bacteriana en

el atero, no estd siempre acompanada de manifestaciones clinicas de enfermedad, sino
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que va a depender del estado inmune del huésped (Foldi y col., 2006) Por otro lado, el
utero es protegido por mecanismos de defensa local y sistémico, y ambos son
influenciados por los niveles de hormonas esteroideas, estrégenos y progesterona. En
general, se considera que el tracto genital es mas resistente a las infecciones cuando se
encuentra bajo el dominio de los estrogenos, y por lo contrario, mas susceptible bajo el
dominio de la progesterona (Noakes y col., 2001).

Los microrganismos aislados de uteros infectados, son generalmente
encontrados en el entorno del ganado y son capaces de infectar otros tejidos y 6rganos;
esto hace que a las infecciones uterinas se las considere como infecciones no
especificas. En ellas, se ven involucradas un amplio rango de especies bacterianas
(Rutter y col., 1999; Sheldon y col., 2002), y se han encontrado gran cantidad de ellas
en distintas combinaciones en aislamientos de uteros infectados (Azawi, 2008)

Basandose en la literatura publicada, las bacterias aisladas pueden ser clasificadas

de acuerdo con su potencial patogenicidad dentro del ttero en:

1. Patégenos uterinos reconocidos, asociados con lesiones en el endometrio bovino
-bacterias que frecuentemente causan endometritis-. Arcanobacterium pyogenes,
Escherichia coli, Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium nucleatum y
Prevotella spp.

2. Patégenos potenciales, frecuentemente aislados del lumen del ttero bovino y de
casos de endometritis, pero que no estdn cominmente asociados con lesiones
uterinas- bacterias que raramente causan endometritis- Acinetobacter spp,

Bacillus licheniformis, Enterococcus faecalis, Mannheimia haemolytica,
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Pasteurella  multocida, Peptostreptococcus spp, Staphylococcus aureus,
Streptococcus uberis.

3. Contaminantes oportunistas aislados del ttero y no asociados con endometritis -
bacterias no reconocidas como patdogenos uterinos- Aerococcus viridans,
Clostridium  butyricum, Clostridium perfringens, Corynebacterium spp,
Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus spp, Providencia
rettgeri, Providencia stuartii, Proteus spp, Proprionobacterium granulosa,
Staphylococcus spp (coagulasa-negativos), Streptococcus a-hemoliticos,
Streptococcus acidominimus (Bonnett y col., 1993; Farin y col., 1989; Laven y
col., 2000; Noakes y col., 1989; Noakes y col., 1991; Olson y col., 1984; Petit y
col., 2009; Ruder y col., 1981; Sheldon and Dobson, 2004; Williams y col.,

2005).

Es numerosa la cantidad de estudios de aislamiento bacteriano que se han
realizado en vacas de postparto, con muestras obtenidas por diversas técnicas. Dentro de
los tipos de muestreo del utero se han citado: el hisopado uterino, la biopsia
endometrial, el lavaje uterino y el cepillado endometrial (Jeremejeva y col., 2010;
Messier y col., 1984; Santos y col., 2010; Sheldon y col., 2002; Westermann y col.,
2010; Williams y col., 2005) y dentro de los muestreos de origen vaginal, la aspiracion
del flujo vaginal y el hisopado (Campero y col., 1992; Rutter y col., 1999). Estos
estudios se han realizado en presencia de distintas enfermedades del tracto reproductivo
como la endometritis clinica, metritis séptica, vaginitis (Messier y col., 1984; Santos y
col., 2010; Westermann y col., 2010; Williams y col., 2005) o bien sobre animales que

habian presentado predisponentes como la retencion de membranas fetales o partos
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distocicos (Campero y col., 1992; Rutter y col., 1999). También se ha utilizado al
aislamiento para la comparacion de resultados al tratamiento con antibidticos y
hormonas (Jeremejeva y col., 2010). Si bien, como se ha dicho, existen diversos
estudios sobre el tema, a nuestro conocimiento, no existen publicaciones que describan

aislamientos bacterianos en vacas positivas a ES.

En resumen, la infeccidon uterina bacteriana es no especifica, e involucra un
amplio rango de especies bacterianas de distinta patogenicidad. El estado inmunologico
de la hembra es importante para el desarrollo de la afeccion uterina. Actualmente, no
existen informes de aislamientos bacterianos en vacas clinicamente sanas con ES en
nuestro pais bajo condiciones de lecheria pastoril. El hecho de llegar a conocer si la ES
se encuentra o no asociada con alguna bacteria patdogena en particular, permitiria
profundizar los conocimientos en el tema y la posibilidad de desarrollar y aplicar un

tratamiento especifico para mejorar los porcentajes de prefiez en las vacas afectadas.

¢ El objetivo de este capitulo fue determinar la presencia de agentes bacterianos

involucrados en la ES.

e La hipdtesis planteada fue que las bacterias aisladas del Utero de animales con

ES, m no varian de aquellas que se comunican en casos de EC.
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MATERIALES Y METODOS
Disefio experimental y animales

Se utilizaron hembras bovinas (Bos Taurus) de raza Holando Argentino
pertenecientes al tambo comercial Las Dos Marias, ubicado en la localidad de Marcos
Paz, provincia de Buenos Aires. El estudio se realizd entre septiembre y diciembre del
2010, y se utilizaron 60 vacas entre 21-62 dpp al momento del muestreo. Los criterios
de inclusion que se usaron fueron: CC >2.5, animales que ademas de cumplir con los
dpp no habian presentado abortos, distocia, retencion de placenta, mellizos, nacidos
muertos en su ultima pariciéon y que ademas no habian recibido terapia antibidtica
previa al inicio del estudio.

A cada hembra incluida en el experimento, se le realizaba una inspeccion
general, PT y el diagndstico de EC y de ES por la técnica de FL y por la técnica del CB
respectivamente, ambas descriptas en profundidad en el Capitulo II.

Las muestras fueron tomadas de vacas con diagnostico de FO con citologia
positiva a ES y de vacas con citologia negativa a ES (controles negativos) segin los
puntos de corte determinados en el capitulo IV. Asimismo, un cierto nimero de vacas
con distintos grados de flujo purulento (F1 y F2), fueron también muestreadas y se las
consideraron como controles positivos.

La muestras para bacteriologia fueron obtenidas por medio de una técnica
similar a la de CB pero con doble proteccion del cepillo, por lo que por encima de la
vaina sanitaria descartable se coloc6 una manga sanitaria, la cual era desgarrada una vez
alcanzada la luz del cuerno uterino a muestrear.

Una vez desmontado el cepillo de la pistoleta era colocado en tubos plasticos

con medio de transporte Stuart (Eurotubo®, Deltalab, Espafia). Los medios con las
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muestras, eran mantenidos en caja aislante de telgopor con refrigerantes hasta su arribo
al laboratorio de Diagnostico Bacteriologico (FCV-UNLP), donde se realizaron los
cultivos y la identificacion de las bacterias. Los extendidos citoldgicos se fijaron,

tifieron y evaluaron de la misma forma que en el Capitulo II.

Cultivo e identificacion bacteriolégica

Todas las muestras se sembraron para el diagnodstico de bacterias aerobias y
anaerobias. Para el cultivo de bacterias aerobias, se utilizo el medio agar sangre base,
con el agregado de 5% de sangre ovina desfibrinada (Baron y col., 1995). Las placas se
incubaron por 48 horas a 37°C. Las bacterias se identificaron por las caracteristicas
macroscopicas: morfologia de la colonia, coloracion de Gram, tipo de hemolisis y
pruebas bioquimicas convencionales (Baron y col., 1995).

Para el cultivo de bacterias anaerobias se utilizé el medio Agar Brucella, con el
agregado de extracto de levadura, solucidon de hemina (5mg/ml), soluciéon de vitamina K
(Img/ml) y sangre lacada (SADABEC, 1995). La atmdsfera anaerobia se obtuvo por
evacuacion y reemplazo de gases: 5-10 % H2, 5-10% CO2, 80% N2 (Anaeroincubator
Hirayama Manufacturing Corporation). Se incubaron a 37°C durante 48 horas. Cuando
no se observd desarrollo se reincubaron en anaerobiosis 7 dias mdas. Las bacterias se
identificaron sobre la base de caracteristicas macroscopicas de las colonias,
caracteristicas microscopicas con la coloracion de Gram, prueba de tolerancia al

oxigeno y pruebas bioquimica convencionales (SADABEC, 1995).
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Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico de SAS (SAS, 2003). La
probabilidad de aislar Arcanobacterium pyogenes (A. pyogenes), se evalué mediante el
procedimiento GENMOD (SAS, 2003), con una distribucién binomial y un enlace logit.
Para ello se utilizaron tres modelos: el primero incluyo el efecto fijo del conteo de PMN
(expresado en %) en la citologia endometrial; el segundo, el efecto fijo del resultado de
la citologia a ES (Positiva vs. Negativa); y el tercero, el efecto fijo del tipo de flujo (FO

vs. F1 vs. F2).

RESULTADOS

Se evaluaron un total de 60 muestras citoldgicas y bacterioldgicas. Del total de
las muestras evaluadas, 73,3% (44/60), 11,6% (7/60) y 15% (9/60) correspondieron a
animales que presentaban FO, F1 y F2 respectivamente. La prevalencia de ES
encontrada fue de 13,5% (6/44) sobre el total de muestras tomadas en vacas FO.

Dentro de aquellos animales diagnosticados con EC por la técnica de
recuperacion de flujo vaginal (F1 y F2), se encontrd que 28,5% (2/7) de F1 y 33,3%
(3/9) de F2 presentaron conteos muy bajos de PMN a la citologia, siendo incluso
menores a los necesarios para dar como positiva la muestra a ES.

En todos los casos de animales positivos a ES, no se aislaron bacterias aerobias
ni anaerobias. Si se obtuvieron aislamientos en vacas clinicamente sanas y negativas a
ES; entre ellas se encontraron ocho casos de bacterias aerobias y uno de anaerobias 23%

(9 aislamientos/38 muestras) aunque ninguna se correspondié a la clasificacion de
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causante de lesiones uterinas. De las bacterias aisladas, el Staphylococcus coagulasa
negativo (SCN) fue el més comunmente aislado 44.4% (4/9).

En diagnoésticos de F2 con conteos de PMN por encima de los puntos de corte
para ES, predomindé ampliamente el 4. pyogenes (4/6), mientras que en las dos vacas
restantes no se obtuvieron cultivos de ningln tipo. De los casos encontrados de flujos
compatibles con EC pero sin conteo de PMN por encima del nivel de corte, se logro
solo un aislamiento aerobio y ninguno anaerobio. El Uinico aislamiento correspondid a
SCN coincidiendo con el mas cominmente aislado en vacas clinicamente sanas. Figura
5.1y52

Con respecto al aislamiento de 4. pyogenes, se encontré que el conteo de PMN
posee efecto sobre la probabilidad de aislar dicha bacteria (P=0,002). La chance de su
aislamiento aumenta en un 10% por cada 1% que aumenta el conteo de PMN (RP=1,10
IC 95% 1,8-18,95).

Cuando se evaluo la relacion entre las citologias positivas (superiores al nivel de
corte) y la probabilidad de aislamiento de 4. pyogenes, se encontrd un efecto (P=0,002),
pero en este caso, no fue posible estimar el RP debido a que no hay aislamientos dentro
de uno de los grupos (citologias negativas). En el tercer modelo aplicado (aislamiento
de A. pyogenes vs. tipo de flujos), no se encontr6 efecto del flujo sobre la chance de
aislar 4. pyogenes (P=0,992); el modelo no pudo estimar el RP debido a que no existen

vacas positivas sin EC.
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Figura 5.1. Bacterias aisladas segun el diagndstico de EC (F1 y F2) y ES
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DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue conocer si las bacterias cominmente citadas en la
bibliografia como presentes en los casos de EC se encontraban también en los casos de
ES. El hecho de que la prevalencia de ES sea baja en nuestro sistema de explotacion,
hizo que tengamos que aumentar el nimero de muestras; aun asi, la cantidad de casos
encontrados fue bastante pequena (6/44). Ademas se tomaron muestras de vacas con
EC, que presentaban F1 y F2 al FL, con el fin de incorporar a ciegas al lote posibles
resultados de aislamiento positivos (controles).

Uno de los hallazgos mas sorprendentes, fue encontrar nuevamente una baja
correlacion entre los hallazgos del diagnostico de EC y la citologia uterina; cinco vacas
que presentaban F1 y F2 al FL, no mostraron un conteo alto de PMN en la citologia
como seria logico esperar; aqui nos encontramos con posibles falsos positivos. Es
posible que la técnica de FL, al no permitir una visualizacion directa del contenido
uterino, no permita distinguir entre aquellos cuadros de inflamacion vaginal de lesiones
en el endometrio, pudiendo de esta manera alterarse dicho diagndstico. Estos resultados
coinciden con los encontrados en Alemania (Westermann y col., 2010), en un estudio
con 230 vacas positivas a EC, donde se detectaron diagndsticos falsos positivos de EC a
la VG (con flujo purulento pero negativo a citologia y/o bacteriologia), con una
prevalencia que oscilo entre 17.3% y 28.5% segln el punto de corte utilizado (5 6 18%
PMN). La cantidad de casos falsos positivos a la VG, aument6 mas, cuando se utilizd
para determinarlos, los resultados de la citologia endometrial o de bacteriologia por
separado. En ese estudio, no se obtuvo aislamiento bacteriano en 19.6% de las muestras
uterinas de animales con diagnostico positivo a EC. De los aislamientos bacterianos

logrados, en mono o doble cultivo, las especies bacterianas halladas fueron el A.
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pyvogenes (33.5%), E. coli (10.4%), SCN (41.7%) y Streptococcus a-hemolitico (SAH,
33.5%). (Westermann y col., 2010)

Por otro lado, se ha descripto al H. Somnus como el agente primario de vaginitis
y de cervicitis mucopurulentas. En un estudio llevado a cabo por Campero y col., H.
somnus fue el agente microbiano mas comunmente aislado de vacas con cervicitis,
vaginitis, descarga vulvar mucopurulenta y repeticion de celos (Campero y col., 1992).
A diferencia del mencionado estudio, en este estudio no se aisld dicha bacteria.

Con respecto a la correlacion entre la citologia y el aislamiento bacteriano,
Jeremejeva (Jeremejeva y col., 2010) hallé en un estudio comparativo entre tratamientos
de retencion de membranas fetales, que el 35,7% de las muestras (20/56) con
inflamacién demostrable a la citologia no presentaban aislamiento bacteriano. Ellos
plantearon tres causas probables ante dicha falta de desarrollo bacteriano: una primera
causa estaria relacionada con el método de la toma de las muestras bacteriologicas
(biopsia uterina), planteando la posibilidad de que sea el método el que no permita el
aislamiento en todas las muestras. Una segunda causa podria ser que la inflamacion se
presente una vez que los mecanismos de defensa del utero hayan controlado la
colonizacién bacteriana, siendo entonces negativo el cultivo bacteriano. La ultima causa
planteada, fue que la inflamacion endometrial tenga una causa no estudiada como
podria ser la fingica (Jeremejeva y col., 2010). Otros autores han nombrado a las causas
virales como al Herpesvirus Bovino (Bo-HV-4) como probables causantes de
enfermedades uterinas (Sheldon y col., 2008).

Como podria esperarse, los aislamientos obtenidos en este experimento, no
mostraron grandes diferencias entre los F1 y los FO. En ambos casos se aislo SCN el

cual es clasificado seglin la bibliografia como un oportunista (Williams y col., 2005).
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Los casos de ES no arrojaron ningun tipo de aislamiento; esto podria ser
interpretado como que la ES no se encuentra relacionada con alguna infeccion
bacteriana en particular. A nuestro parecer, si se hubieran logrado mayor numero de
muestras positivas a ES, probablemente se hubieran obtenido aislamientos similares a
los encontrados para vacas negativas a ES, ya que en ese grupo la cantidad de animales
muestreados fue mayor (6 vs. 38). Actualmente no existen informes que indiquen a
alguna bacteria o grupo de ellas como causantes de ES.

Dentro de los aislamientos positivos, se presentd un solo caso de bacteria
anaerobia, la cual no pertenece al grupo de patdogenos uterinos descriptos, sino que se
encuentra enmarcada dentro de la clasificacion de patdogenos potenciales, pero que no
estan comunmente asociados con lesiones uterinas. E1 SCN y el Micrococcus spp
corresponden a un grado menor dentro de la clasificacion de patogenicidad, ya que se
los considera como contaminantes oportunistas aislados del utero y no asociados con
endometritis. E1 SCN al igual que el SAH (no aislado en este estudio) han sido
descriptos como no patégenos, y su presencia disminuia el riesgo de EC (Westermann y
col., 2010).

En un estudio llevado a cabo sdélo con vacas con EC, se encontrd6 mayor
prevalencia de SCN y SAH en las vacas diagnosticadas con F1, a la inversa de lo
encontrado en aquellas con F2 y F3 en las que prevalecio el aislamiento de 4. pydgenes.
(Westermann y col., 2010). En vacas positivas a SCN o a SAH, la proporcién de
muestras con porcentaje de PMN mayores al punto de corte, fue similar al encontrado
en vacas sin crecimiento bacteriano, esto indicaria que esas bacterias no tienen ningln
efecto sobre la respuesta inmune endometrial. (Westermann y col., 2010)

En los aislamientos de vacas con F2 y con conteos altos de PMN, predomin6
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ampliamente A. pyogenes (4/6). Se ha reportado que en los casos en los cuales 4.
pyogenes era el agente causal, la presencia de pus amarillento y flujo eran
caracteristicos (Campero y col., 1992). Es considerada como la bacteria mas relevante
en la patogénesis de las metritis, debido a su persistencia en el utero contaminado,
amplia resistencia a los antibidticos y su sinergismo con bacterias anaerobicas Gram
negativas (Santos y col., 2010) El aislamiento de A. pyogenes se ha asociado con
anormalidades histologicas importantes del ttero de postparto incluyendo, piometritis,
infiltracion del endometrio con PMN, necrosis, abscesos y fibrosis periglandular.
(Bonnett y col.,, 1991a). En estudios realizados, 4. pyogenes fue negativamente
correlacionado con conteos de células mononucleares y actumulos linfoideos
posiblemente como reflejo de la caida de la inmunocompetencia de la vaca y su efecto
sobre la flora uterina. (Bonnett y col., 1991a)

A pesar de que EC puede ser causada por infecciones mixtas, los casos de
endometritis severa se asocian particularmente con la presencia de 4. pyogenes (Miller
y col., 2007). El aislamiento de A. pyogenes en el periodo de involucién tardio (28-
35dpp), se encuentra asociado con una tasa de concepcion disminuida (Huszenicza y
col., 1999); esto concuerda con nuestros hallazgos, los que indican que la probabilidad
de aislar 4. pyogenes aumenta un 10% por cada aumento en 1% de PMN en la citologia.
Como fue explicado en el Capitulo IV, al aumentar el porcentaje de PMN, existe mayor
probabilidad de que esa hembra sea diagnosticada con ES, aumentando la media de los

dias de vaca vacia.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio indican que no existe relaciéon entre ES y
aislamiento bacteriano. Las bacterias encontradas en vacas clinicamente sanas
corresponden a bacterias no patdégenas uterinas, mientras que en vacas con flujos
purulentos se encontrd gran asociacién con A. pyogenes, causa reconocida de lesiones

uterinas.
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CAPITULO VI

USO DE LA HISTEROSCOPIA PARA LA EVALUACION DE TECNICAS

DIAGNOSTICAS DE ENDOMETRITIS CLINICA Y SUBCLINICA

INTRODUCCION

La endoscopia es un método habitual de diagnostico utilizado en medicina
humana, equina y de pequefios animales. En medicina bovina, si bien no es de uso
comun, han sido descriptas varias aplicaciones de la misma (Franz, 2008). La
endoscopia provee la oportunidad de tomar biopsias guiadas, como también la
visualizacion de ciertas intervenciones quirrgicas, como por ejemplo, el tratamiento del
desplazamiento de abomaso o en la cirugia interna de pezon (Franz, 2008). En el area de
reproduccién bovina, la exploracion endoscopica del utero, HI, puede ser una
herramienta util para la investigacion; sin embargo, es raramente usada en la practica
veterinaria debido a que se requiere de un equipamiento especifico y de alto costo, las
evaluaciones son lentas, y para llevarlas a cabo se requiere entrenamiento previo
(Mordak y col., 2007).

La técnica de HI aplicada a hembras bovinas ha sido descripta por pocos autores
(Devine and Lindsay, 1984; Metzner y col., 1992). La técnica permite la visualizacion
de cambios uterinos fisiologicos y/o patoldgicos ocurridos durante el periodo de
postparto, y también la posibilidad de realizar tratamientos guiados (Franz, 2008;
Mordak y col., 2007). Sumado a lo descripto, la HI podria ayudar a conocer la exactitud

de las técnicas tradicionales de diagndstico de EC como la VG y la PT, y también
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permitiria evaluar nuevas técnicas de diagnostico de ES como la citologia endometrial,
al permitir la toma de las muestras durante la visualizacion HI.

La comparacion de las pruebas diagnosticas tradicionales con la HI, facilitaria
cuantificar los diagnosticos erroneos que normalmente ocurren con dichas técnicas (PT,
VG). Por ejemplo, la ocurrencia de casos de vaginitis, que normalmente complican y
confunden el diagnostico de endometritis clinica, posee probablemente una prevalencia
mayor que la comunicada.

En resumen, la HI en los bovinos es una técnica que actualmente sélo es posible
de aplicar en estudios de investigacion; esto es debido principalmente a que se requiere
un equipamiento de alto costo y un entrenamiento especifico para su uso. La HI permite
realizar seguimientos de cambios uterinos en el postparto, efectuar tratamientos guiados
y evaluar distintas herramientas diagnosticas de trastornos uterinos. Los diagnosticos
erroneos, falsos positivos de endometritis, conducen a tratamientos innecesarios de los
animales y a interpretaciones erroneas de resultados de eficiencia reproductiva.

Con el proposito de ampliar los conocimientos en el diagnodstico de las
patologias reproductivas del postparto, se realiz6 un experimento adicional al plan de
tesis original. El mismo, se llevd a cabo entre junio y noviembre del 2008 en la Clinica
de Reproduccion Animal de la Facultad de Veterinaria, Universidad Libre de Berlin y
en un tambo comercial ubicado en la provincia de Brandeburgo, Alemania. La direccién
del experimento fue en conjunto entre el Dr. de la Sota y el Dr. Drillich, este ultimo

docente e investigador en aquel momento de aquella institucion.

El objetivo de este capitulo fue demostrar que la HI puede ser usada para evaluar

métodos de diagnostico de EC y ES en vacas de tambo.
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Las principales hipotesis fueron las siguientes:

e La HI puede demostrar los diagndsticos falsos positivos de la VG y PT y
determinar la prevalencia real de EC.

e La HI puede ser utilizada para el diagnostico de ES debido a que permite la

visualizacién directa de cambios sutiles de apariencia del endometrio.

MATERIALES Y METODOS
Disefio experimental y animales

Para la realizacion del estudio se utilizaron hembras bovinas (Bos taurus) de
raza Holstein Friesian propiedad del tambo estabulado comercial Ebereschenhof,
ubicado en la provincia de Brandemburgo, Alemania; situada en un anillo rural de los
alrededores de Berlin. Los animales se encontraban alojados bajo galpon con suelo de
cama de paja.

El trabajo a campo se realizd entre julio y noviembre del 2008. Se utilizaron
vacas (n=30) que se encontraban entre 20 y 35 dpp al momento del examen. Los
animales incluidos en el experimento, debian tener una CC >2.5, no haber padecido
abortos, distocias ni retencion de placenta en su tltimo parto y encontrarse ciclando y en
buen estado de salud general. Las vacas fueron ubicadas en un cepo de contencién, con
el fin de limitarles al méximo los movimientos durante el examen. No se les administro
ningun tipo de sedante ni anestesia.

Las vacas incluidas en el estudio fueron examinadas en forma secuencial por
VG, PT e HI. Previamente, se inspeccionaban externamente en busca de descargas

vulvares; luego el area perineal era higienizada con abundante cantidad de toallas
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descartables de papel. En primer lugar, se procedia a realizar la VG con un
vaginoscopio de acero inoxidable estéril y con una fuente de iluminacidon externa. La
parte anterior del vaginoscopio era rociada con solucion salina estéril e introducido con
suavidad en la vagina. La clasificacion de los hallazgos se realiz6 segun lo descripto por
Sheldon (Sheldon y col., 2006); la evaluacion de los flujos se realizo utilizando los
mismos parametros que en los experimentos anteriores, por lo que los FO fueron
clasificados como negativos a EC y los F1, F2 y F3 fueron clasificados como positivo a
EC. Una vez finalizada la VG se comenzaba con la PT con el fin de evaluar el contenido
de liquido dentro del tutero, la simetria y tamafio de los cuernos y la presencia de
estructuras ovaricas palpables. Los datos recolectados por PT fueron clasificados como
positivos cuando se encontraba presencia de fluido compatible con EC, asimetria
cornual, posibilidad de retraer el Utero a la pelvis, presencia de cuerpo luteo o foliculo
palpable, o en su defecto como negativos.

La HI se realiz6 con un endoscopio rigido de 750 mm de largo y 6 mm de
diametro externo, especificamente desarrollado para su uso en bovinos por World of
Medicine (Berlin, Alemania). El endoscopio era conectado a una cdmara de video y una
fuente de luz externa; internamente se encontraba equipado con dos canales, uno de los
cuales fue usado para insuflar aire dentro de la luz uterina y el otro para la toma de
muestras citologicas, Figura 6.1.

El endoscopio era introducido dentro de la vagina y desde ahi era guiado a través
del cérvix por PT similar a las maniobras de la técnica de IA. En aquellas vacas en que
era necesaria una previa dilatacion del cérvix, se utiliz6 un dilatador metélico con punta
elipsoide redondeado de 12 mm de didmetro, para permitir el posterior ingreso del

endoscopio. Un operador manejaba el endoscopio desde la vagina guidndolo mediante
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Figura 6.1. Fotos del histeroscopio utilizado en el estudio. A) endoscopio rigido (750
mm de largo, 6 mm de didmetro externo). B) equipo completo de HI
(World of Medicine, Berlin, Alemania).
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PT, mientras que un segundo operario era el responsable de la asistencia técnica
ej., conexion de la camara al endoscopio, control de la fuente de luz, registro de los
hallazgos, etc.

Con el fin de mantener al endoscopio libre de mucus cervical, el mismo era
protegido por una cobertura pléstica descartable (Minitiib, Tiefenbach, Alemania).
Luego que la porcidn anterior del endoscopio habia superado el cérvix y alcanzado el
cuerpo uterino, la cobertura plastica era rasgada y la camara, la fuente de luz y la bomba
de aire eran acopladas al endoscopio. Se comenzaba con el bombeo de aire dentro del
utero hasta que la cavidad era lo suficientemente amplia como para permitir la
visualizacién del endometrio; a partir de este momento un video digital era grabado para
documentar los hallazgos.

En los casos en que el canal del aire del endoscopio era bloqueado por fluido
intrauterino, o cuando el lente del endoscopio se ensuciaba dificultando la visualizacion,
se utilizaba solucion salina para limpiar los canales durante la exploracion sin tener que
interrumpirla (Devine and Lindsay, 1984).

La presencia de fluido dentro del utero, cicatrices y manchas rojas fueron
documentadas y clasificadas como presencia positiva o negativa. La visualizacion de
fluido mucopurulento o purulento en la luz uterina era considerado como signo
indicativo de EC.

En 20 de las vacas inspeccionadas, no se encontraron descargas vaginales ni la
presencia de pus a la HI; en ellas se tomaron muestras de citologia endometrial por
medio de un pequeio cepillo (Karl Storz Endoskop Austria, Viena, Austria) a través del
canal del endoscopio disefiado especificamente para este fin. Luego del muestreo, el

cepillo era rotado sobre la superficie de un portaobjetos, la muestra era fijada para
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preservar la morfologia celular y finalmente, en el laboratorio eran tefiidas (LT-SYS,
Labor und Technik, Berlin, Alemania). El porcentaje de PMN se determinaba sobre el
conteo de un minimo de 200 células totales; se usé6 como punto de corte el 5% de PMN

como indicativo de ES (Gilbert y col., 2005).

Analisis estadistico

Los datos categodricos (presencia de fluido, simetria de los cuernos uterinos,
color de mucosa uterina, presencia de puntos rojos, visualizacion de pus, etc.) fueron
analizados con PROC CATMOD de SAS®. La sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y negativo y la exactitud fueron calculados usando el software Win
Episcope® 2.0. (Clive, College of Medicine and Veterinary Medicine, University of

Edinburgh, UK).

RESULTADOS

De las 30 vacas examinadas se encontré que la prevalencia de EC diagnosticada
por VG fue de 27% (8/30), por PT fue de 23% (7/30) y por HI fue de 13% (4/30). La HI
no revelod diferencias significativas en la presencia de fluido entre vacas diagnosticadas a
la VG como positivas y negativas a EC (75 vs. 43%, P<0.12). Sin embargo, a la HI se
visualizod pus solo en vacas positivas pero no en vacas negativas a la VG (50 vs 0%,
P<0.05). Por otro lado, no se encontraron diferencias en los porcentajes de uteros
retractiles a la pelvis entre las vacas diagnosticadas positivas y negativas a la VG (75%
vs.86%; P<0.46). Sin embargo, las vacas positivas a EC por VG tendieron a tener mayor

asimetria cornual (75% vs. 41%; P<0.09), y presentaron mas liquido palpable dentro del
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utero (50% vs. 14%; P<0.04). A la HI se encontraron manchas rojas en el endometrio en
33 y 6% de las vacas positivas y negativas a EC por VG, respectivamente (P=0.08),
Figura 6.2.

Las caracteristicas para las pruebas de diagnostico como son la sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y negativo y exactitud de PT y de VG fueron
calculadas usando a la HI como método de oro para el diagnostico de EC (Martin y col.,
1987). Como fue explicado, un método de oro es una prueba o procedimiento
absolutamente preciso en su diagndstico aunque en la practica, solo existen pocos
verdaderos métodos de oro (Dohoo y col., 2003). En este estudio, la HI fue elegida como
método de oro debido a que es el unico método directo de evaluacion del endometrio.

Las caracteristicas de los test de diagndstico (sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y negativo y exactitud) para PT y VG comparados con HI son
mostradas en la Tabla 6.1.

De aquellas vacas negativas a EC por VG y sin la presencia de pus visible en el
utero, la prevalencia de ES diagnosticada por citologia fue del 35% (>5% PMN). Las
anormalidades del endometrio encontradas en vacas con EC como el color rojizo de la
mucosa, la presencia de puntos rojos y cicatrices, no fueron encontradas en vacas
positivas ni en las negativas a ES; ademas todas las vacas de ambos grupos mostraron
fluido claro y ausencia de pus dentro del utero. Al analizar los datos utilizando esta vez
al CB como método de oro para el diagndstico de ES, se encontré que la HI presenta
muy baja sensibilidad (11%) aunque alta especificidad (92%) para el diagnostico de ES,

Tabla 6.2.
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Figura 6.2. Imagenes obtenidas con el endoscopio rigido utilizado en el estudio. A)
endometrio sin alteraciones luego de finalizado el puerperio clinico
(>21dpp), B) endometrio con alteraciones (>21 dpp) y C) endometrio de un
animal en puerperio temprano (primer semana postparto).
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Tabla 6.1. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo, y exactitud
de la PT y la VG comparado con la HI usada como estandar de oro para el
diagnéstico de EC (n=30).

Caracteristicas del Test PT VG

% (IC 95%) % (IC 95%)
Sensibilidad' 75 (30-95) 100 (51-100)
Especificidad® 85 (66-94) 85 (66-94)
Valor Predictivo Positivo’ 43 (16-75) 50 (22-78)
Valor Predictivo Negativo® 96 (79-99) 100 (85-100)
Exactitud’ 83 (74-89) 86 (70-94)

'Sensibilidad: numero de vacas diagnosticadas con EC /niimero total de vacas con EC
(método de oro),
*Especificidad: numero de vacas diagnosticadas como libres de EC/ nimero total de
vacas libres de EC (método de oro),

Valor Predictivo Positivo: numero de vacas diagnosticadas positivas a EC
correctamente/ nimero total de vacas diagnosticadas
con EC,

*Valor Predictivo Negativo: nimero de vacas diagnosticadas libres de EC

correctamente /ntimero total de vacas diagnosticadas
como libres de EC,

> Exactitud: numero de vacas diagnosticadas correctamente (positivas o negativas) /
numero total de vacas,
IC 95%: intervalo de confianza del 95%.

Tabla 6.2. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo y eficiencia
del CB para el diagnostico de ES (n=22).

Histeroscopia
%
Sensibilidad 11
Especificidad 92
Valor predictivo positivo 50
Valor predictivo negativo 59

Exactitud 59
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DISCUSION

La técnica de HI en si, fue bien tolerada en las vacas evaluadas, como también
habia sido comunicado anteriormente (Devine and Lindsay, 1984; Metzner y col.,
1992). Los datos obtenidos en este estudio dan la primera evidencia de que la HI puede
ser usada para determinar la exactitud de la PT y de la VG para su uso en el diagnostico
de EC.

La prevalencia de EC encontrada por VG fue 14% superior que la encontrada
por HI, sugiriendo que ese 14% corresponderia a fallas del diagnostico. Si se toma a la
HI como método de oro, ese 14% corresponderia a la presencia probables de vaginitis
que confunden el diagnostico generando falsos positivos a EC. Esto concuerda con
datos informados por Westermann en donde se encontré que un 17% de los casos de EC
(positivos a la evaluacion vaginoscopica) eran negativos a aislamiento bacteriano y a la
citologia endometrial (punto de corte 5% PMN; (Westermann y col.,, 2010).
Coincidiendo ademas con estos hallazgos, se encuentran los datos del Capitulo V en los
que dentro de aquellos animales diagnosticados con EC, se encontrd que 28,5% (2/7) de
F1 y 33,3% (3/9) de F2 presentaban conteos muy bajos de PMN a la citologia, siendo
incluso menores a los necesarios para dar como positiva la muestra a ES. Esto podria
indicar que el contenido purulento observado en la vagina era debido a casos de
vaginitis y no a casos de endometritis por lo que el Utero, en estos animales, no se
encontraba afectado.

Cuando la HI fue usada como método de oro, la VG y la PT mostraron similares
caracteristicas (valor predictivo positivo del 50 y 43%, exactitud del 86 y 83%); lo que
indica que para ambas técnicas diagnosticas, la ocurrencia de resultados falsos positivos

para el diagndstico de EC.
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El examen del ttero con endoscopio rigido no permite la exploracién del utero
en su totalidad, quedando limitada al cuerpo y a la parte caudal de los cuernos. Debido a
esto, existe la posibilidad de que aquellos animales que presenten contenido purulento
solo en craneal a la curvatura mayor uterina, no puedan ser detectados con el
endoscopio rigido.

Con respecto al diagnostico de ES, la HI parece ser de uso limitado, ya que no se
han observado cambios que nos permitan distinguir entre vacas con y sin ES; esto se ve
reflejado en la baja sensibilidad que mostré la HI para el diagnéstico de ES al ser
comparado con CB. Igualmente, mas alla de los resultados y tomando en consideracion
el limitado numero de observaciones, cabe pensar que quizas la HI pueda llegar a ser,
luego de un mejoramiento de la técnica descripta, un método confiable de diagnostico
de ES. Para futuros estudios, la técnica podria ser mejorada para permitir la exploracion
del utero hasta su parte mas anterior. La HI podria ser de mucha utilidad para la
validacion de la técnica de CB, permitiendo la toma de muestra de las citologias de
diferentes areas del endometrio para su comparacion, como por ejemplo muestras de

zonas glandulares y de carunculas.

CONCLUSIONES
En resumen, HI mostrd ser una técnica eficiente para el diagnostico de EC, pero

ineficiente para el diagnostico de ES.
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POSIBLES APLICACIONES DE LA HISTEROSCOPIA EN EL FUTURO

La HI bovina puede ser muy util para el diagndstico e investigacion como fue
explicado mas arriba, sin embargo la implementacién de la técnica presenta ciertas
dificultades. En general, el desafio mas importante es lograr atravesar el cérvix con el
endoscopio en vacas con el cérvix no dilatado. Ademas, en muchos casos es muy dificil
mantener la imagen en la pantalla cuando el animal realiza movimientos, por minimos
que fueran.

Con el objeto de mejorar el examen HI algunos cambios en la técnica deberian
ser probados por ejemplo, usando solucion salina en lugar de aire para expandir las
paredes del utero. Probablemente al utilizar un liquido, los movimientos del utero
podrian ser menores y de esta manera la imagen obtenida, seria de calidad superior. En
medicina humana, se utiliza solucion salina 0.9%; sin embargo en medicina bovina esto
no ha sido descripto atn. Otra opcion podria ser mediante la insuflacion con presion de
gas CO2 (Metzner y col., 1992).

En los estudios publicados se han utilizado tanto endoscopios rigidos como
flexibles (Mordak y col., 2007) (Devine and Lindsay, 1984) (Metzner y col., 1992). La
principal desventaja del endoscopio flexible es la dificultad que se genera al tratar de
introducirlo a través del cérvix, lo que llega a ser casi imposible en los momentos del
ciclo en los que el cérvix se encuentra cerrado (diestro). Por otro lado, su principal
ventaja es que permite la exploracion profunda del utero y que minimiza la posibilidad
de generar lesiones durante la exploracion. En contraste con el endoscopio flexible, el
rigido permite su pasaje a través del cérvix en cualquier etapa del ciclo (Metzner y col.,
1992); también se cita el menor riesgo de contaminacion bacteriana durante el examen

ya que es manipulado desde el recto; (Metzner y col., 1992). Como desventaja se hace
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referencia a la imposibilidad de explorar los cuernos uterinos mas alla del tercio medio
del utero y el riesgo potencial de generar injurias en la mucosa es mayor que con un
endoscopio flexible. En el caso del endoscopio flexible, el uso de un vastago podria
facilitar el pasaje a través del canal cervical y resolver de esta manera, el principal
inconveniente que presenta.

A pesar de todas las ventajas que ofrece la HI, no es probable de que en un
periodo corto de tiempo sea usado en la practica veterinaria diaria. La técnica requiere
tiempo, equipamiento costoso y entrenamiento previo. En investigacion, sin embargo,
HI puede tener distintas aplicaciones. En todo los casos, las imagenes endoscopicas
deberian ser interpretadas en conjunto con los resultados del examen fisico (Franz,
2008). Estos son algunos ejemplos:

¢ Estudiar procesos fisioldgicos como la involucion uterina (Metzner y col., 1992)

e Comparar diferentes técnicas de diagndstico de patologias uterinas

e Comparar muestras de diferentes zonas uterinas (carunculas, zonas glandulares,
etc.) a través del muestreo guiado por visualizacion (citologias, bacteriologia)

e Seguimiento de investigaciones en tratamientos intrauterinos

¢ Diagnostico de vacas infértiles con alto valor econdémico
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CONCLUSIONES GENERALES

Esta tesis tuvo cinco objetivos principales: 1) conocer el grado de asociacion entre
los resultados del grado de inflamacion subclinica obtenidos mediante la técnica del CB
y los cambios en la histologia uterina mediante la evaluacion de BU; 2) estudiar las
variaciones fisioldgicas del porcentaje de PMN en el endometrio durante el ciclo estral
por medio de la técnica de CB; 3) validar la técnica de CB en nuestro pais y determinar
la prevalencia de ES y los niveles de corte del porcentaje PMN que se correspondan con
una disminucion de la eficiencia reproductiva; 4) determinar los agentes bacterianos
involucrados en la ES; y 5) demostrar que la HI puede ser usada para evaluar métodos
de diagnéstico de EC y ES en vacas de tambo. Para cumplir con estos cinco objetivos se

realizaron cinco experimentos.

En el primer experimento, se estudid la correlaciéon entre los cambios en la
histologia uterina mediante la evaluacion de BU y los resultados del grado de
inflamacién subclinica obtenidos mediante la técnica del CB; no se encontrd clara
asociacion entre los hallazgos histopatologicos y el diagnostico citologico de

inflamacidn uterina.

En el segundo experimento, se estudiaron las variaciones fisioldgicas del
porcentaje de PMN en la citologia endometrial durante el ciclo estral mediante la
técnica del CB, y se demostré que el porcentaje de PMN no varian a lo largo del ciclo
estral en vacas normales sin EC, y que por lo tanto el diagnostico de ES por la técnica

de CB refleja los cambios inflamatorios que ocurren en el endometrio.
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En el tercer experimento, se valido por primera vez la técnica de CB en nuestro
pais y se determinaron los niveles de corte que se corresponden con una disminucion de
la eficiencia reproductiva. La prevalencia de ES diagnosticada por CB, en vacas de
tambo bajo sistema de produccion pastoril fue del 17%. Las vacas con ES tuvieron
16,2% de reduccion en la tasa de concepcion al primer servicio, 16,8% de disminucion
en la cantidad de vacas prefiadas a los 100 dias de lactancia y 29 dias mas de dias
abiertos comparado todo con vacas sin ES. Ademas, se identificaron como puntos de
cortes a >8% de PMN para el INT de 21-33dpp, >6% de PMN para el INT de 34-47dpp,
>4% de PMN para el INT de 48-62dpp, y >5% para el INT de 21-62 dpp para el

diagnostico de ES por la técnica de CB.

En el cuarto experimento, se determinaron los agentes bacterianos involucrados
en la ES. Los resultados de este estudio indicaron que no existe relacion entre ES y
aislamiento bacteriano. Las bacterias encontradas en vacas clinicamente sanas
corresponden a bacterias no patogenas uterinas, mientras que en las vacas con flujos
purulentos se encontrd gran asociaciéon con A. pydgenes, reconocido causante de

lesiones uterinas.

En el quinto experimento, se evalud si la HI podia ser utilizada para evaluar
métodos de diagnostico de EC y ES en vacas de tambo, y se demostré que la HI es una

técnica eficiente para el diagndstico de EC pero ineficiente para el diagnostico de ES.
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En conclusion, se valido por primera vez en nuestro pais la técnica del CB para
realizar el diagndstico de ES, y se determinaron los puntos de corte del porcentaje de
PMN para diagnosticar a campo la prevalencia de ES. Durante el ciclo estral, el
porcentaje de PMN nunca supero el 2% de PMN, mientras que con porcentajes de PMN
superiores al 8%, 6%, 4% y 5% a los 21-33,34 a 47,48 a 62 y 21 a 62 dpp se comienza
a observar una disminucion de la eficiencia reproductiva. De hecho este ha sido el
primer trabajo en nuestro pais en demostrar que las vacas con ES tuvieron 16.2% de
reduccion en la tasa de concepcion al primer servicio, 16.8% de reduccién en la
cantidad de vacas prefiadas a los 100 dias de lactancia y 29 dias mas de dias abiertos
comparado todo con vacas sin ES. Otro hallazgo importante de este trabajo fue que no
existe relacion entre ES y aislamiento bacteriano. Por ultimo, se demostré que la HI es
una técnica eficiente para el diagnostico de EC pero ineficiente para el diagnostico de

ES.
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