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Resumen

La endometritis subclinica (ES) se ha definido como la inflamacion del endometrio con
ausencia de signos clinicos. Los objetivos del presente estudio fueron 1: estudiar la prevalencia
de la ES; 2: evaluar y comparar dos métodos diagndsticos con la citologia; y 3: evaluar la
asociacion de los antecedentes reproductivos con ES. Fueron utilizadas 30 vacas entre 31y 61
dias postparto (DPP). Los métodos de diagndstico fueron: videoendoscopia de la porcion
caudal del tracto reproductor (orificio uterino externo); ultrasonografia de los cuernos uterinos
y ovarios y citologia endometrial mediante cepillo endocervical ginecoldgico. El criterio de
positividad fue: para videoendoscopia la secrecién, inflamacién y apertura del cérvix; para
ultrasonografia el grosor del endometrio >8 mm (GE) y didmetro del lumen uterino >3mm (LU);
y para citologia endometrial el porcentaje de polimorfonucleados neutréfilos 8% a 21-23 DPP,
>6% a 34-47 DPP, 24% a 48-62 DPP. Los resultados se evaluaron con la prueba exacta de
Fisher. La prevalencia de ES en el grupo de animales estudiados fue del 53,3%. La
ultrasonografia y la videoendoscopia no estaban relacionadas con la citologia. Sin embargo,
analizando las variables ecograficas por separado, hubo asociacién con la citologia (GE p=0,05,
LU p=0,03). Del mismo modo, existid asociacién entre hipofuncionalidad ovarica y ES
(p=0,049). Los resultados demostraron una alta prevalencia de ES; la ultrasonografia y la
videoendoscopia no presentaron asociacion con la citologia endometrial, aunque existid
asociaciéon comparando GE y LU por separado. Los antecedentes reproductivos, no estaban

relacionados con ES, mientras que hubo asociacion con la hipofuncionalidad ovarica.

Palabras clave: endometritis subclinica, citologia, ultrasonografia, videoendoscopia, bovino de

leche.

Abstract

Subclinical endometritis (SE) has been defined as inflammation of the endometrium in the
absence of clinical signs. The objectives of the present study were 1: studying the prevalence
of SE; 2: evaluating and comparing two diagnostic methods with cytology; and 3: evaluating
the association of reproductive background with SE. Thirty cows between 31 and 61 days
postpartum (DPP) were used. Diagnostic methods were: videoendoscopy of the caudal portion
of the reproductive tract (external uterine orifice); ultrasonography of the uterine horns and
ovaries; and endometrial cytology by gynecological endocervical brush. The positivity criteria
used were: for videoendoscopy the secretion, inflammation and aperture of the cervix; for

ultrasonography the endometrial thickness >8 mm (ET) and diameter of uterine lumen >3mm
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(UL); and for endometrial cytology the percentage of polymorphonuclear neutrophils >8% to
21-23 DPP, 26% to 34-47 DPP, >4% to 48-62 DPP. Results were evaluated with Fisher's exact
test. The prevalence of SE in the group of animals studied was 53,3%. Ultrasonography and
videoendoscopy were not related to cytology. However, analyzing the ultrasound variables
separately, there was an association with cytology (ET p=0,05, UL p=0,03). Similarly, there was
an association between ovarian hypofunction and SE (p=0,049). The results showed a high
prevalence of SE; ultrasonography and videoendoscopy were not associated with endometrial
cytology, although there was an association comparing ET and UL separately. Reproductive

background was not related to SE, while there was association with ovarian hypofunction.

Key words: subclinical endometritis, cytology, ultrasonography, videoendoscopy, dairy cow.
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1. Introduccion y revision bibliografica

Uno de los principales objetivos que persiguen las empresas ganaderas abocadas a la
produccién lactea, es que sus vacas se prefien en el menor tiempo posible después del parto.
En este sentido, las patologias reproductivas repercuten de manera negativa sobre esta meta
evitando obtener una correcta eficiencia productiva (1,2). Por ello, resulta de suma
importancia entender que el comportamiento reproductivo de las vacas lecheras después del
parto depende de una adecuada involucién uterina y, por lo tanto, del estado de salud del
utero finalizado el periodo de espera voluntario (3). Por ejemplo, estudios anteriores en vacas
lecheras han informado un aumento en el intervalo de tiempo parto-cubricién y una menor
probabilidad de prefiez en las vacas con problemas reproductivos como la endometritis
subclinica (ES) diagnosticada después de los 40 o 50 dias postparto (4). Asimismo, recopilando
datos mas actuales, otros autores (5) han demostrado el efecto de la ES en el intervalo desde
el parto hasta la concepcién. Estos investigadores afirmaron, que el 80% de las vacas sanas se
prefaban dentro de los 200 dias posteriores al parto, mientras que solo quedaban gestantes el

60% de las vacas con ES, lo que conlleva un retraso en el ciclo reproductivo (Figura 1).
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Figura 1. Intervalo entre el parto y la concepcidn segun la presencia o ausencia de

endometritis subclinica (5).
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1.1. Postparto e involucidn uterina

La involucién uterina comienza inmediatamente después del parto e implica, entre
otras cosas, la regeneracién del endometrio (6,7). El nimero de dias después del parto en que
se considera que el Utero estd completamente involucionado varia segun los diferentes
estudios. Bogado et al. (8), informaron que la involucidn uterina se completa entre los 21 y 25
dias postparto; mientras que Sheldon et al. (2), indicaron que el tejido uterino en su conjunto

requiere de 6 a 8 semanas para ser totalmente restaurado.

La dilataciéon de la vulva y la cervical durante el parto permiten la entrada de bacterias
en el utero (7,9), por lo tanto, la contaminacién bacteriana del tracto reproductor después del
parto es comun. Esta contaminacidon puede proceder de la cama, la suciedad del pelaje, las
heces o del propio ambiente. Por ello, las endometritis en el postparto son enfermedades
multifactoriales con gran impacto econdmico. Diferentes trabajos (7,10) han informado que el
numero de vacas lecheras con infeccién uterina durante las primeras 2 semanas después del

parto es casi del 80% al 100%, a pesar de tener partos sin complicaciones.

Realizar un incorrecto manejo en el parto y la afadida infeccién por diversos
microorganismos puede propiciar la aparicion de endometritis (11). En el Utero postparto de
las vacas se han aislado diferentes agentes bacterianos entre los que podemos mencionar,
Escherichia coli, Streptococci spp, Arcanobacterium pyogenes, Bacillus licheniformis, Prevotella
spp, Campylobacter fetus y Fusobacterium necrophorum. De ellos, los agentes etioldgicos que
suelen causar la endometritis son Arcanobacterium pyogenes, Escherichia coli, Campylobacter
fetus, Fusobacterium necrophorum aungque también pueden verse involucrados virus como el
Herpesvirus bovino 4 (10,12-14). Asimismo, algunas de estas bacterias actian de manera
sinérgica para agravar la patologia. Un ejemplo de ello es el Fusobacterium necrophorum que
produce una toxina que inhibe la fagocitosis e invade activamente los tejidos uterinos (15,16).
Dicha toxina, protege a Arcanobacterium pyogenes, también presente en el medioambiente
uterino, que a su vez sintetiza catalasa y un factor de crecimiento que ayuda a la multiplicacién

de Fusobacterium necrophorum (15).
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1.2. Definiciones de enfermedades uterinas

Los mecanismos naturales de defensa inmunolégica dentro del Utero generalmente
eliminan la infeccion aproximadamente al dia 60 postparto (momento de la inseminacion
artificial). Sin embargo, en algunos animales, el sistema inmune se encuentra alterado y la
infeccidon persiste en el tiempo. Existen diferentes tipos de enfermedades uterinas en el
postparto de las vacas lecheras. Las enfermedades mas frecuentes descritas hasta el presente

son: la metritis, la endometritis clinica, la endometritis subclinica y la piometra (2,17).

La metritis se ha definido como una infeccidn uterina que se manifiesta como una
enfermedad clinica. Se caracteriza por un Utero agrandado que contiene un liquido acuoso de
color marrén rojizo a una secrecién uterina purulenta viscosa y blanquecina, que
generalmente tiene olor fétido. La metritis ocurre con mas frecuencia durante los primeros 10
dias después del parto y puede haber factores predisponentes tales como la retencién de

membranas, la maceracién fetal o las distocias (10,18,19).

La endometritis clinica (EC) se ha definido como una inflamacion del endometrio sin
enfermedad sistémica que puede estar acompafada de secrecién purulenta o mucopurulenta.
El cérvix esta dilatado después de 20 dias postparto, presenta didmetro mayor a 7,5cm o una

secrecion mucopurulenta después de 26 dias postparto (20).

La endometritis subclinica (ES) se ha definido como una inflamacién del endometrio
con ausencia de signos clinicos. Esta inflamacion presenta polimorfonucleados neutréfilos
(PMN N) dentro del lumen uterino, debido a la persistencia de una infeccion moderada o al
retraso de la involuciéon uterina (10,18,19). Es importante destacar que las vacas
diagnosticadas con ES también deben tener mas de 26 dias después del parto para que la

condicidn no se confunda con la involucion uterina normal (18).

Por ultimo, la piometra se caracteriza por una acumulacién de exudado purulento de
cantidad variable dentro del lumen uterino y concurre con la presencia de un cuerpo luteo

persistente en el ovario (21).

1.3. Endometritis subclinica

Como comentamos anteriormente, en ausencia de signos clinicos externos de la
enfermedad, las alteraciones del endometrio uterino pueden ser definidas como endometritis

subclinicas (11,18). A nivel mundial, la ES afecta la eficiencia reproductiva de entre el 20% vy
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40% de las vacas de leche (18,22,23), debido al fallo en el desarrollo embrionario temprano
por alteraciones irreversibles en la calidad del embrién (24). Los signos reproductivos mas
evidentes son el aumento del intervalo entre el parto y la primera cubricién o inseminacion
artificial (IA), del intervalo parto-concepcion e intervalo parto-parto, y de la cantidad de
cubriciones o |A necesarias por prefiez (4,25,26). Igualmente, en el afio 2011, Green et al. (27),
informaron que la ES modifica las concentraciones de esteroides ovaricos v,
consecuentemente, la calidad de los ovocitos. De este modo, estos autores explicaron en
parte, las bajas tasas de concepcidon y el mayor intervalo entre el parto y la concepcién

asociados a esta patologia.

Debido a la ausencia de indicadores externos en la ES, su diagndstico se fundamenta
en el aumento de la proporcién de PMN N en muestras de células endometriales obtenidas
mediante lavados uterinos, o por medio de la recoleccién de células con un cepillo
endocervical ginecolégico de uso humano (22,28). Debido a su facil preparacion, alta
especificidad y media sensibilidad, en la actualidad, la citologia endometrial es la prueba mejor

considerada para el diagndstico de ES (29).

En la ultima década se han investigado y redefinido varios aspectos de la inflamacién
del endometrio, entre ellos la definicidn de ES (29). Las modificaciones del lumen uterino seran
denominadas como ES, siempre y cuando no aparezcan signos clinicos externos (17,18). Por
otro lado, Wagener et al. (29), propusieron redefinir el evento como endometritis citoldgicas

ya que el diagndstico se realiza mediante citologia endometrial.

De este modo, actualmente se utilizan los términos de descarga vaginal purulenta en
lugar de EC y endometritis citoldgica en reemplazo de ES. Si bien los términos pretéritos de EC
y ES hacen referencia a la terminologia cldsica de enfermedad, las expresiones actuales,
descarga vaginal y endometritis citoldgica, representan una mezcla de sintomas y técnicas de

diagnéstico (29).

Por otro lado, la prevalencia es la proporcién de individuos en una poblacién que
presentan en un momento determinado una caracteristica determinada (9). La prevalencia de
ES varia entre las distintas investigaciones y, dependiendo del pais, existe una amplia
dispersion en los valores (9). Gilbert et al. (4), informaron que la prevalencia de esta
enfermedad en vacuno lechero es del 53% entre los 40-60 dias después del parto. Sheldon et
al. (19), informaron valores de ES entre 11% y 40%. En Espafia se han informado cifras del 2,6%

al 4,5%, 6,25% en Dinamarca, 47,6% en Corea, entre 5,6% y 10,9% en Austria y en Reino Unido
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10,1% (9). En EEUU las cifras varian entre 41% y 51% en los dias 20 a 47 del postparto (25), en
Argentina entre 19% y 38% en los dias 18 a 52 del postparto (28), y en Bélgica 27,8% a mads de
60 dias postparto (8).

Hay que tener en cuenta que existen factores de riesgo que pueden afectar directa o
indirectamente a la prevalencia de ES. Estos factores se clasifican como extrinsecos e
intrinsecos. Los factores extrinsecos se refieren a todas las condiciones y caracteristicas
ambientales como el momento del parto o la nutricion. Por el contrario, los factores
intrinsecos son variables especificas tales como el nUmero de partos, las distocias, la retencién
de placenta, la hipocalcemia, un balance energético negativo (BEN) o la mastitis (12). En
referencia al BEN, podemos sefialar que, después del parto, la vaca experimenta un periodo de
altos requerimientos energéticos relacionados con la produccidon de leche. Estos altos
requerimientos, a su vez, estdn asociados a una ingesta insuficiente de alimento o alimento de
pobre calidad. Esta situacién produce un BEN, que lleva a cambios metabdlicos y hormonales y
alteran el sistema inmune de las vacas. Esta inmunosupresion se inicia tres semanas antes del
parto, es maxima al momento del parto y continda durante tres a cuatro semanas postparto
(30). La inmunidad innata de los neutrdfilos es la respuesta primaria en el Utero y es la
principal afectada como consecuencia del BEN. La inflamacién y la infecciéon del endometrio
retrasan la involucidn uterina normal, siendo ésta la causa principal de alteraciones en los

indices reproductivos (31).

Cabe sefialar que la ES no es una patologia exclusiva del ganado lechero, también se ha
diagnosticado en sistemas de produccion de carne. El motivo por el que se estudia
mayormente en el ganado lechero, es que el vacuno de carne tiene un manejo mas dificil, al
mismo tiempo que se ha visto que tienen una prevalencia menor de la enfermedad (32). Al
vacuno lechero se le exige una buena produccion de leche mientras esta gestando un ternero,
por lo que la demanda energética es mayor y el sistema inmune se ve debilitado. Por su parte,
en el vacuno de carne se requiere un ternero y una menor produccidn lactea, de este modo, el

sistema inmune tiene suficientes recursos para combatir la endometritis subclinica (33).

La identificacidn de la ES en vacuno lechero, toma especial importancia en el periodo
postparto. Un diagndstico temprano va a permitir realizar el tratamiento de la patologia, lo
que llevara a restablecer el intervalo normal parto-concepcion y evitar de esta manera las

pérdidas econémicas (13).
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1.4. Técnicas de diagndstico de endometritis subclinica

El diagndstico de la ES se puede realizar mediante varios métodos, entre los que
encontramos la citologia endometrial mediante lavados uterinos o con cepillo ginecoldgico
(22,28), la ultrasonografia (34), la vaginoscopia (35) y la biopsia endometrial (13). En general,
lo que se pretende, es conseguir una herramienta de diagndstico que pueda ser utilizada en
condiciones de campo, con resultados relativamente inmediatos, cuya sensibilidad vy
especificidad sean elevadas y al menor coste posible. Por ello, los métodos mas utilizados son
la citologia endometrial con recuento de polimorfonucleados neutréfilos, y la ultrasonografia
transrectal que se basa en el aumento del diametro del lumen uterino y el incremento en el

grosor del endometrio (34).

Para el estudio de la ES, también hay que tener en cuenta otros factores que pueden
predisponer su aparicién, como son el nimero de dias postparto, el nimero de partos, o el

historial de patologias que haya podido tener anteriormente (4,12,16).

En cuanto a los dias postparto, no es posible establecer un diagndstico de ES hasta
pasados los primeros 30 dias, debido a que este es el periodo fisiolégico de involucidn uterina
y podria conllevar a obtener falsos positivos. Las diferencias existentes en la bibliografia hasta
el presente, establecen que no hay un valor de corte definido del porcentaje de PMN N para
establecer la presencia o ausencia de esta patologia segun los dias postparto (1). Madoz et al.
(22), informaron de la evolucion de la citologia endometrial en el postparto. De este modo,
entre los dias 21 y 33, se encontraba un 8% de PMN N e iba disminuyendo progresivamente
hasta llegar a un 4% en los dias 48 a 62. También observaron que aquellas vacas que
superaban estos pardmetros podian aumentar el intervalo de parto-cubricién de 30 a 60 dias
(22,36). Sin embargo, el rango establecido por Kasimanickam et al. (25) es: mayor de 18% PMN
N para los 21 a 33 dias postparto y mayor al 10% entre 34 y 47 dias postparto. Por otra parte,
Gilbert et al. (4), determinaron como valor minimo 5% PMN N entre los 40 y 60 dias postparto.
En la Tabla 1 se describen los puntos de corte en los porcentajes de PMN N estudiados por los

distintos investigadores en los diferentes periodos postparto.
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Tabla 1. Valores de corte de PMN N para diagnéstico de ES informados en los diferentes periodos

postparto (adaptado de Quintela et al. (13)).

Autores Periodo postparto de Valores de corte
diagndstico %PMN N
Lopdell et al. (37)
Kasimanickam et al. (25)
Heidarpour et al. (38) Semana3a>s >18,0%
Kaufmann et al. (39)
Madoz et al. (22) Semana3ab5 >8,0%
Dubuc et al. (40) Semana3ab5 >6,0%
Plontzke et al. (28) Semana3a5 >5,0%
Lopdell et al. (37) Semana5a?7 >18,0%
Kasimanickam et al. (25) Semana5a? >10,0%
Barlund et al. (35) Semana5a?7 >8,0%
Madoz et al. (22) Semana5a? 26,0%
;Lor:it;ii Zj,czg)(ZS) Semana5a7 >5,0%
gﬂj&?cz::ﬂ' (foz)) Semana >7 >4,0%

Por otra parte, otros autores como Recce et al. (41) informaron que el niumero de
lactancias, la condicidn corporal y la genética, son factores que no estan relacionados con el
desarrollo de endometritis. Mientras que la hipofuncionalidad ovdrica, es consecuencia de la

enfermedad (17,42,43).

La validez de una prueba diagndstica, es posible medirla mediante los valores de
especificidad y sensibilidad. La especificidad se define como la probabilidad de que un animal
negativo a la prueba, realmente no tenga la enfermedad. En cambio, la sensibilidad muestra la
posibilidad de que un animal positivo a la prueba esté realmente enfermo. De este modo, se
pueden comparar las pruebas segun la facilidad de uso, el tiempo hasta obtener los resultados
y la sensibilidad y especificidad (1). Los métodos mas sencillos de utilizar son la ultrasonografia
y la vaginoscopia, seguido de la citologia mediante un cepillo ginecoldgico, dejando el lavado
uterino y la biopsia como las opciones mas complejas de ejecutar (1). Por otro lado, el tiempo
hasta obtener el resultado en las técnicas de ultrasonografia y vaginoscopia es inmediato. Sin
embargo, en la citologia endometrial es necesario obtener, preparar y analizar las muestras,
aunque es posible hacerlo en la propia granja. En el caso del lavado uterino y la biopsia, es
preciso esperar a los resultados de los analisis que, generalmente, se realizan en laboratorios
apropiados. Finalmente, la sensibilidad de la ultrasonografia y la vaginoscopia son menores si
la comparamos con la biopsia y la citologia endometrial. Sin embargo, la especificidad es

similar en todas las herramientas diagndsticas excepto para vaginoscopia que es menor (1,35).
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1.4.1. Videoendoscopia y vaginoscopia

Por tratarse de un método rdpido y poco invasivo, en la perra, se ha utilizado la
videoendoscopia del tracto reproductor caudal para evaluar el estado reproductivo del animal
(44). La videoendoscopia permite examinar el aspecto de la mucosa y el tipo y cantidad de
secreciones presentes en la vulva, el vestibulo, la vagina y el orificio uterino externo o portio
vaginalis del cérvix (45). Para ello, el videoendoscopio es introducido por la vulva en un angulo
de 45° en direccidn craneal y se toman imdagenes de cada una de las partes de la porcidn

caudal del tracto reproductor (44).

A diferencia de la perra, en la especie bovina, Barlund et al. (35) y Drillich et al. (46)
utilizaron la vaginoscopia para evaluar la porcién caudal del tracto reproductor y diagnosticar
de endometritis en vacuno de leche. Para realizar la vaginoscopia introdujeron un espéculo por
la vagina, previamente lubricado, y se observaron los distintos componentes del tracto
reproductor caudal con especial énfasis en el portio vaginalis del cérvix. En los estudios
mencionados, se evalud la presencia o ausencia y el tipo de secrecidn presentes en esta
region. De este modo, se informd que el uso de la vaginoscopia fue adecuado para el
diagnostico de endometritis clinica. Sin embargo, estos mismos autores (35,46) han informado
que no fue suficiente para diagnosticar las endometritis subclinicas en el ganado bovino

después de la cuarta semana postparto.

1.4.2. Ultrasonografia uterina

La ultrasonografia transrectal bidimensional en modo B es una de las herramientas de
diagndstico cominmente utilizada para la exploracién del estado del tracto reproductor en
animales de granja. Una imagen ecografica bidimensional es una matriz de pixeles (unidad
basica de una imagen digital), que varian en valores en escala de grises desde 0 (negro
absoluto o anecoico) a 255 (blanco absoluto o hiperecoico). Para hacer una correcta utilizacion
de la ecografia es necesario conocer cémo son las imagenes fisiolégicas para poder ver las
diferencias e identificar las patologias (34). La Figura 2 corresponde a una imagen en la que se
muestra un corte transversal de un cuerno uterino de aspecto normal en una hembra bovina a
los 50 dias postparto. En ella podemos observar el endometrio (sefialado en rojo) de aspecto y
tamafio normal y un adecuado tamafio del lumen uterino (sefialado en azul). De este modo, la
ultrasonografia permite evaluar distintos aspectos fisioldgicos en el sistema reproductor, que
cubren principalmente la deteccién de prefiez en etapas tempranas, la dindmica folicular en

los ovarios y la predicciéon del tiempo de ovulaciéon (1,34). Del mismo modo, podemos observar
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y evaluar diferentes patologias mediante cambios en el endometrio, el tamafio y contenido del
lumen uterino, asi como la existencia de patologias ovaricas (1). El diagndstico de ES mediante
imagenes de ultrasonido se basa principalmente en observar el incremento en el grosor del
endometrio y el didmetro del lumen uterino. Segun Barlund et al. (35), la inflamacién esta

establecida cuando el espesor del endometrio es mayor a 8 mm. y el didmetro del lumen

uterino es mayor a 3 mm.

Sin embargo, la sensibilidad de la técnica cuando se aplica este criterio es variable ya
gue depende de factores tales como la calidad de imagen, el equipo, el tipo de cursor con el
que se miden las diferentes estructuras y la experiencia del evaluador. Polat et al. (34) y Salah
et al. (47) determinaron que esta herramienta tiene una sensibilidad de entre 59,4% y 83,3% y

una especificidad de 69,7% a 73,3% respectivamente.

[Fr89% . 7 89%
L760P -— 2 - . 23 L760P
Basic z Basic

Gain 40 : Gain 40

Freq  7.5MHz ~ Freq  7.5MHz
Power 100% . - - Power 100%
Dyn 60dB Dyn 60dB

124]124 ! = 124}124 !
80mm

80mm

Figura 2. lzquierda. Imagen ecografica de un cuerno uterino de apariencia normal a los 50 dias
postparto. Derecha. Descripcion de las partes anatémicas de la misma imagen. El color verde
sefiala el cuerno uterino, el rojo el endometrio y el azul el lumen uterino (elaboraciéon propia).

También es importante tener en cuenta el momento del ciclo estral y los dias
postparto en el que se toman las muestras. En general, las vacas en proestro, estro y
metaestro, o con un perfil de estrégenos elevado, pueden presentar un grosor endometrial
superior de 8 mm. y un didmetro del lumen mayor a 3 mm. con presencia de contenido
anecoico (35,48). Ademas, la involucion del utero y el cuello uterino no se completan hasta 30
dias después del parto (18); por lo tanto, hay que tener en cuenta también este hecho cuando

se realiza el diagndstico de ES en vacas postparto (34).
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Debido a la facilidad de uso y al tratarse de una herramienta no invasiva, la ecografia
es el método de diagndstico inmediato preferido en la reproduccién animal (34,48). Sin
embargo, otros autores (25,49) proponen utilizarla como método complementario con la

citologia para optimizar la informacion y confirmar la presencia o ausencia de enfermedad.
1.4.3. Citologia endometrial
1.4.3.1. Cepillo endocervical ginecoldgico

Como comentamos anteriormente, esta técnica se fundamenta en el incremento de
PMN N en muestras de células endometriales (Figura 3) obtenidas con un cepillo endocervical
ginecoldgico de uso humano, también denominada “técnica de Cytobrush®” (13,22,28). Con
este método se consigue la recuperacién de células bien conservadas, representativas de una
gran area de superficie endometrial, sin causar dafio al tracto reproductivo para resultados
citoldgicos consistentes y confiables (1,11,14). Sumado a esto, la técnica es de facil aplicacidn,
utiliza material desechable y no requiere de equipamiento costoso (35). Ademas, el porcentaje
de PMN N no varia significativamente a lo largo del ciclo estral, por lo que apenas se

diagnostican falsos positivos (22).

Una vez obtenida la muestra, se extiende sobre un portaobjetos previamente
desengrasado, se fija y se tifie. El diagndstico se realiza estableciendo la proporcién de PMN N,

sobre el total de células contadas segun la siguiente férmula (1):

%PMN N = ””C’V’#xmo.

Donde:

- %PMN N es el porcentaje de polimorfonucleados neutréfilos.
- nPMN N es el nimero de polimorfonucleados neutrdfilos contados en la
preparacion.

- C.T.son las células totales contadas en la preparacién (epiteliales y PMN N).
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Figura 3. Citologia endometrial obtenida por cepillo endocervical ginecolégico donde se observan;

PMN N (flechas rojas) y células endometriales (flecha azul) (elaboracidn propia).

La razén por la que es necesario el recuento de PMN N se debe a que su incremento,
puede ser indicativo de inflamacién debido a una posible infeccidn bacteriana. Es importante
determinar la presencia de infeccidén en el Utero para instaurar un tratamiento precoz y poder
asegurar un acortamiento del intervalo parto-gestacion, logrando el objetivo de una lactancia 'y

un ternero por afio (2).

En diversos estudios se ha informado la sensibilidad y especificidad para este método.
Todos ellos, apuntan a que presenta una mayor especificidad que sensibilidad. De Boer et al.

(50), informaron de una sensibilidad entre 17% y 86% y una especificidad entre 42% y 94%.
1.4.3.2. Lavado uterino

Otra forma de obtener una muestra de células endometriales, es mediante la técnica
del lavado uterino. Esta practica consiste en introducir solucidn salina estéril en el lumen
uterino con un catéter que se introduce a través del cérvix. Seguidamente, por via rectal se
realiza un masaje en los cuernos uterinos para distribuir el fluido, el cual es posteriormente
recogido. La muestra obtenida, se centrifuga, se desecha el sobrenadante y el sedimento se
extiende en un portaobjetos. Como se ha descrito anteriormente, la muestra se fija, se tifie y
se observa al microscopio. La proporcion de PMN N sobre el total de células contadas se

realiza utilizando la férmula matematica descripta en el apartado anterior (35).
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2. Objetivos
Por todo lo dicho anteriormente, los objetivos del presente trabajo fueron:

1. Evaluar la prevalencia de endometritis subclinica mediante citologia endometrial en un
grupo de hembras de entre 31y 61 dias postparto.

2. Evaluar y comparar la videoendoscopia y el ultrasonido, con la citologia endometrial
para el diagndstico de endometritis subclinica en bovinos de leche.

3. Evaluar la asociacién entre las variables dias postparto, nUmero de partos previos,

abortos y patologias ovaricas, con la endometritis subclinica.
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3. Materiales y métodos
3.1. Localizacién del establecimiento

La Emilia-Romafia es una regién importante en el sector agroalimentario y artesanal y
entre sus principales productos, famosos en el mundo, podemos mencionar el queso
parmesano (Parmigiano Reggiano) o el jamdn de Parma. En esta region la Confederazione
italiana Agricoltori Regionale, C.I.LA. Emilia-Romagna, agrupa empresas dedicadas a la
produccién de productos artesanales, entre las que encontramos, a la Fattoria San Rocco que

se encuentra ubicada en la localidad de Monteveglio comuna de Valsamoggia, Boloiia, Italia.

La Fattoria San Rocco de Adolfo y Giorgio Filipini es una empresa que, desde hace mas
de 70 aios, se dedica a la produccién e industrializaciéon de leche, cuenta con 588 hectdreas y
580 vacas Holstein Friesian que producen un promedio de 35,7 kg/dia. El 40% de los animales
son hembras primiparas, el 25% hembras de segundo parto, el 18% hembras de tercer partoy
el 17% restante hembras de cuatro partos o mas. El total de leche producida, mas lo que la
empresa adquiere de productores asociados, se destina a la fabricacién de quesos entre los

cuales el mas importante en cuanto a volumen producido es el Parmigiano Reggiano.
3.2.Caracteristicas del alojamiento y manejo nutricional

Las naves de estabulacién presentaban una superficie de 16m” por animal con libre
circulacién y cubiculos con cama de arena, ventilacidén natural y ventiladores para incrementar

la circulacién del aire en época estival.

Todos los animales tenian agua y alimentacion a libre disposicién. Dicha alimentacion
se ajustd a los requerimientos nutricionales correspondientes a cada etapa productiva y
reproductiva (51). Las raciones se fabricaron a base de grano de maiz molido, cebada, silo de
pradera consociada, heno de alfalfa, harina de soja, semilla de algoddn, ademas de un nucleo

vitaminico-mineral.
3.3. Manejo reproductivo y sanitario

De manera rutinaria, en el periodo postparto se realizaban controles de la salud
reproductiva de las vacas mediante ecografia, en las semanas previas a la finalizacidn del
periodo de espera voluntario (40 a 50 dias). Mediante este examen se verificaba la involucion
del tracto reproductor y el estado de los ovarios (dindmica folicular, hipofuncionalidad, etc.).

Sin embargo, a pesar de este tipo de control, el nUmero de IA necesarias para prefiar los
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animales y los indices de fertilidad estaban alterados. Por ello, en el afio 2018 se estimé
necesario ampliar los controles postparto e incluir la citologia endometrial entre los dias 30 y
65. Tanto la toma de muestras como la lectura y diagnéstico fue realizado por el grupo de
veterinarios a cargo de la empresa. Desde el punto de vista sanitario, el establecimiento
cumplia con los controles veterinarios oficiales de la region de Bolonia. Ademads, los animales
fueron vacunados con vacuna trivalente (E. coli, Coronavirus y Rotavirus) (Rotavec® Corona,

MSD) al final de la gestacidon y de diarrea virica bovina (Hiprabovis®, Hipra) cada afio.
3.4. Seleccion de animales incluidos en el estudio

Para el estudio fueron seleccionadas treinta vacas Holstein Friesian de primer a sexto
parto. En el momento de inicio del trabajo, todas las hembras se encontraban entre los 31 a 61
dias postparto. Ademas, se tuvieron datos de patologias reproductivas previas tales como

abortos y patologias ovdricas probablemente asociadas a la presencia de ES.
3.5. Herramientas de diagndstico

Para la consecucion de los objetivos planteados, todos los animales fueron sometidos
a tres diferentes técnicas de diagndstico. El orden en que se realizaron las pruebas se asigné
con el objeto de evitar la interferencia en el resultado de la técnica posterior. En primer lugar,
se realizd la videoendoscopia para la evaluacidon de descargas cervicales, inflamacién y grado
de apertura del portio vaginalis del cérvix. A continuacién, se efectud la ultrasonografia
transrectal y finalmente se realizé la citologia endometrial con un cepillo endocervical

ginecoldgico.
3.5.1. Videoendoscopia

Previo al trabajo con los animales se prepararon el endoscopio inaldmbrico (F140, WIFI
for Android; Akozon, China) y el espéculo desechable (Minitub Ibérica, Espafia) (Figura 4) y se
comprobd la correcta recepcién y almacenamiento de imdgenes en el dispositivo movil.
Seguidamente, se limpid y desinfectd la regidn perineal del animal, se lubricé el espéculo con
gel (Reprolelly, Minitub Ibérica, Espafa) y con la mano izquierda se abrieron los labios de la
vulva. El conjunto espéculo-endoscopio se introdujo por la vagina en direccion craneal en un
angulo de 45° para evitar el contacto con el orificio uretral externo. Una vez ubicado en la
proximidad del portio vaginalis del cérvix, se tomaron entre 1 y 4 imagenes. Asimismo, se
evalud la presencia o ausencia de material en el vestibulo, el grado de apertura y la

inflamacidn del portio vaginalis del cérvix, siendo este Ultimo un criterio subjetivo.
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Figura 4. Montaje del videoendoscopio y el espéculo. A. Espéculo. B. Videoendoscopio. C. Transmisor

inhaldmbrico de imagenes por red Wi-Fi. D. Conjunto videoendoscopio y espéculo montados.

3.5.2. Ultrasonido

Finalizada la videoendoscopia, se procedid a realizar el ultrasonido ginecoldgico con un
ecografo veterinario portatil (ExaGo®, IMV Imaging, Francia) provisto de una sonda transrectal
lineal de 7,5 MHz (Figura 5). El examen se realizé con la siguiente configuracion del equipo de
ultrasonido: profundidad 100mm., foco 40mm., ganancia proximal 18, media de 16, distal 64;
rango dindmico 60 y suavidad 2. Previo al examen, se procediod a eliminar la materia fecal del
recto. Se realizd6 un examen por palpacidn transrectal introduciendo la mano diestra por el
recto del animal, enfundada con un guante de palpacion y lubricado con gel (Reprolelly,
Minitub Ibérica, Espafia). En el examen ultrasonografico se analizé todo el sistema reproductor
desde el vestibulo vaginal hasta los ovarios, tomando imdagenes transversales de los cuernos

uterinos y diferentes cortes de ambos ovarios.

El diagndstico de la endometritis subclinica mediante imagenes de ultrasonido se basé
en la mediciéon del grosor endometrio y el didmetro del lumen uterino. Siguiendo el criterio de
Barlund et al. (39), los valores de espesor del endometrio y didmetro del lumen uterino para
considerar inflamaciéon fueron > 8 mm. y > 3 mm. respectivamente. Asimismo, y en el caso de
que se presentase contenido en el lumen uterino, se evalud la cantidad y calidad del fluido

(anecoico o hipercoico).

Figura 5. Ecografo portatil ExaGo® con sonda transrectal lineal de 7,5 MHz.
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3.5.3. Citologia endometrial

Una vez finalizado el examen por ultrasonografia, se procedié a realizar la citologia
endometrial. Previamente se prepard todo el material necesario, el cepillo recolector de la
muestra, los portaobjetos y vasos para la tincidn. El cepillo para recolectar la muestra, consté
de un cepillo endocervical ginecolégico de uso humano (Henry Schein S.A., Espafia), cuyo
mango se cortd a 3 cm. de longitud y se sujetd a un pistolete de inseminacién artificial (I1A)
(QuickLock clasico, Minitub Ibérica, Espafia). Este cepillo se recubrié con una vaina para IA
(vaina universal para IA ranurada, Minitub Ibérica, Espafia) como se muestra en la Figura 6. Los
portaobjetos fueron limpiados, desengrasados con alcohol 96° y rotulados con el cédigo

identificativo del animal.

El método para recoger las muestras fue el siguiente: nuevamente, se limpid la vulva
para eliminar la posible suciedad que hubieran provocado los métodos anteriores (Figura 7). Se
limpid la regidn perianal, se introdujo la mano derecha en el recto del animal hasta localizar el
cérvix y se mantuvo retenido (Figura 8). A continuacion, se introdujo por la vagina el pistolete
de IA con el cepillo ginecolégico, hasta alcanzar y atravesar el cérvix (Figura 9). Una vez
ubicado dentro del utero se dirigié hacia el cuerno uterino seleccionado al azar. Se exteriorizé
el cepillo de la vaina en el tercio craneal y se giré una vuelta completa (360°) en el sentido de
las agujas del reloj, rozando suavemente la mucosa endometrial con las cerdas y colectando asi
la muestra necesaria (Figura 10). Una vez obtenida la muestra, se volvié a introducir el cepillo

dentro de la vaina para evitar contaminaciones y se extrajo del animal (Figura 11).

Posteriormente, una vez fuera del animal, el cepillo se volvié a exteriorizar y se hizo
rodar sobre un portaobjetos (Figura 12). Se dejoé secar durante aproximadamente un minuto a
temperatura ambiente. Se cambiaron el cepillo y la vaina y se repitié la operacién con la
siguiente vaca, asi hasta completar los treinta animales del estudio. Seguidamente, como se
observa en la Figura 13, las muestras se fijaron y se tifieron con Diff-Quick™ (Sanilabo, Espafia).
Los preparados (Figura 14) se examinaron con microscopio binocular (BH2, Olympus, Espaia) a
x400 y se realizd un recuento total de un minimo de 200 células diferenciando células

epiteliales endometriales y polimorfonucleados neutrdfilos (1).

18



Patricia Carulla Pascual Evaluacion y comparacién de tres métodos para
el diagndstico de endometritis subclinica en vacuno lechero

C Pomm_—=——"

Figura 6. A. Pistolete de IA, B. Vaina desechable, C. Cepillo endocervical ginecoldgico. D. Montaje del
cepillo endocervical en el pistolete de IA. E. Cepillo en el interior de la vaina. F. Extraccién del
cepillo dentro del cuerno uterino. G. Introduccidn del cepillo en la vaina para extraerlo del
animal.

Figura 7. Limpieza de la region perianal. Figura 8. Palpacion rectal, localizacidn y

sujecién del cérvix.
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Figura 9. Introduccion del pistolete. Figura 10. Exteriorizacion del cepillo y giro de 360°.

Figura 11. Resguardar cepillo y extraer del animal. Figura 12. Extension de la citologia.
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Figura 13. Tincidon Diff-Quick®: A. Fijacion 15 seg. (alcohol metilico). B. Eosina 15-20 seg. C. Azul
metilno 15-20 seg.

Figura 14. Preparados citoldgicos.

El diagndstico de la ES mediante citologia endometrial se basé en los valores de
porcentaje de polimorfonucleados neutroéfilos (% PMN N) obtenidos en las muestras, siguiendo
el criterio publicado por Madoz et al. (21). Se consideraron positivos a ES a todos los animales
cuyos preparados poseian un porcentaje PMN N mayor o igual al 8% a los 21 a 33 dias
postparto, mayor o igual al 6% a los 34 a 47 dias postparto y mayor o igual al 4% a los 48 a 62

dias postparto.
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3.6. Evaluacion de los resultados
3.6.1. Antecedentes reproductivos

Los animales se agruparon en funcion de los dias postparto y se tuvo en cuenta los
antecedentes anteriores de abortos y cantidad de partos. Tras la ecografia se anotd si

presentaban alguna patologia ovdrica como hipofuncionalidad.
3.6.2. Prevalencia de endometritis subclinica

Para calcular la prevalencia se utilizé la siguiente formula:

Ct
Prevalencia = —x100
Nt

Donde:

- Ctesel numero de casos de enfermedad existentes en el momento estudiado.

- Ntes el numero total de individuos estudiados.
3.6.3. Herramientas diagndsticas y antecedentes reproductivos

Para comparar los diferentes métodos de diagndstico se realizé un analisis bivariante

mediante el software IBM® SPSS® Statistics, versidon 23, con licencia shareware.

La comparacion de las variables diagnosticadas por ecografia y endoscopia con la
citologia, y el efecto de los antecedentes reproductivos sobre la aparicion de ES, fueron

analizados mediante la prueba exacta de Fisher, siendo significativa cuando el valor de p<0,05.
4. Resultados

4.1. Antecedentes reproductivos
Se organizaron todos los datos existentes de los antecedentes reproductivos de los
animales y de las patologias ovdéricas que se hayan observado en la ecografia. En la Tabla 2 se

presentan los datos individuales de los animales incluidos en el presente trabajo.

La primera variable estudiada fue los Dias postparto, segun los cuales se clasificaron en
6 grupos. En el primero de 31 a 35 dias (n=8), en el segundo de 36 a 40 dias (n=5), el tercero de
41 a 45 dias (n=6). En el cuarto grupo, del dia 46 al 50 (n=6), en el quinto grupo de 51 a 55 dias

(n=1) y finalmente mas de 55 dias postparto (n=4).
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La siguiente variable fue el NiUmero de partos que ha tenido cada vaca. De las vacas del
estudio (n=30), 7 eran de primer parto, 8 de segundo, 5 de tercero, 9 de cuarto y 1 de sexto

parto.

Otras variables estudiadas fueron Patologias previas (Abortos) o Patologias ovaricas
como consecuencia de una posible endometritis (Patologias). En este caso, 4 vacas del estudio

habian tenido abortos y otras presentaron hipofuncionalidad ovarica (n=8).

Tabla 2. Antecedentes reproductivos individuales de los animales incluidos en el estudio.

Crotal Dias postparto N2 partos Patologias y Abortos
4303 31 3 NO

4983 31 1 Hipofuncionalidad ovarica
4151 31 4 NO

4752 32 2 NO

4879 33 1 Hipofuncionalidad ovarica
4181 33 3 Hipofuncionalidad ovarica
4957 35 1 Aborto

5007 35 1 NO

4979 37 1 Hipofuncionalidad ovarica
4707 40 2 NO

4033 40 4 Hipofuncionalidad ovarica
3674 40 6 Aborto e hipofuncionalidad ovarica
4455 40 3 NO

4952 41 1 Aborto

4706 43 2 NO

4028 43 4 NO

4693 44 2 NO

4710 44 2 NO

4074 45 4 NO

4731 48 4 NO

5014 48 1 NO

4174 48 4 NO

4712 49 2 Hipofuncionalidad ovarica
4329 49 2 NO

4434 50 3 NO

4551 53 2 Aborto

3890 56 4 NO

4191 57 4 NO

4220 57 4 Hipofuncionalidad ovarica
4521 61 3 NO
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4.2. Prevalencia de endometritis subclinica

La prueba utilizada de rutina para la determinacién de endometritis subclinica en este
establecimiento fue la citologia. De este modo, en la poblacién estudiada, se diagnosticaron 16

vacas positiva a ES y 14 vacas sanas. Por lo tanto, la prevalencia fue del 53,3% (Tabla 3).

4.3. Resultado pruebas diagndsticas

Se obtuvieron muestras satisfactorias de citologia y ecografia de todos los animales del
estudio. Mientras que, en la endoscopia, se obtuvieron imdgenes aptas para analizar en 27
animales. La Tabla 3 muestra los resultados obtenidos en los animales objeto del estudio,
utilizando cada una de las técnicas de diagndstico. Mediante la primera prueba diagndstica, la
videoendoscopia, en 24 vacas no se observd secrecion, frente a 3 en las que si. En cuanto a la
inflamacidn, 10 presentaban mucosa de apariencia normal (Figura 15) y 17 de apariencia
compatible con inflamacidon e hiperemia (Figura 16). Respecto de la ultrasonografia, y
siguiendo los criterios de inflamaciéon previamente descritos, 16 animales presentaban el
lumen con un didmetro menor a 3 mm. y un grosor del endometrio menor a 8 mm. (Figura 17).
Los 14 restantes presentaban ambos parametros aumentados (Figura 18). Finalmente,
mediante la citologia, 14 vacas presentaban un porcentaje de polimorfonucleados neutréfilos

menor al criterio descrito (Figura 19) y 16 se diagnosticaron como positivas a ES (Figura 20).

Tabla 3. Resultados de las diferentes pruebas diagndsticas.

Técnica Medicién Normal Alterado Total de
animales
Secrecion 24 3
Videoendoscopia 27
Inflamacion 10 17
Ecografia Luz + pared 16 14 30
Citologia PMN N 14 16 30
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Figura 15. Videoendoscopia en vaca de leche de 50 dias postparto donde se
observa el portio vaginalis del cérvix de apariencia normal.

Figura 16. Videoendoscopia a 50 dias postparto en vaca de leche donde se

observa el portio vaginalis del cérvix inflamado e hiperémico.
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Figura 17. Ultrasonografia en vaca de leche de 50 dias postparto donde se observa un
corte transversal del cuerno uterino de aspecto normal; azul espesor del
endometrio, verde lumen uterino.

Figura 18. Ultrasonografia en vaca de leche de 50 dias postparto donde se observa

un corte transversal del cuerno uterino que presenta alteraciones; azul
espesor del endometrio, verde lumen uterino.
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Figura 19. Citologia endometrial en vaca de leche de 50 dias postparto con proporcion de PMN N
normal (CE: Células endometriales).

Figura 20. Citologia endometrial en vaca de leche de 50 dias postparto con proporcién de PMN N

alterada (CE: Células endometriales).
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4.4. Asociacion entre los distintos métodos utilizados para el diagndstico de

endometritis subclinica

En la técnica de videoendoscopia no existié relacion entre las 3 variables analizadas
(Secrecidn, Grado de inflamacidn y Apertura del portio vaginalis del cérvix) y el diagndstico de
ES mediante citologia. Siendo p=0,48 en Secrecién, p=0,60 en Inflamacién y p=0,50 en

Apertura del portio vaginalis del cérvix (Tabla 4).

Tabla 4. Comparacion entre las variables analizadas por citologia y endoscopia (prueba exacta de

Fisher).
Secrecion Inflamacion Apertura
0 1 p 0 1 p 0 1 p
Lo 01 10 ! o4 | 7 4 1oeo | 8 3 0,50
Citologia
1 14 2 3 13 7 9

Secrecién e inflamacién: 0 = negativo / 1 = positivo.
Apertura cuello: 0 = cerrado / 1 = abierto.

Confrontando por separado las dos variables obtenidas por ecografia (Diametro
luminal y Grosor del endometrio) con la citologia, se demuestra que en ambos casos existe una
asociacién (Lumen p=0,034 y Endometrio p=0,05). En el caso de tomar los dos pardmetros en
conjunto, no se observé una asociacidon entre ellos y la citologia (p=0,09). En la Tabla 5 se
compara la asociacién de los animales positivos a la citologia con las diferentes variables de

ecografia.

Tabla 5. Comparacion entre las variables analizadas por citologia y ultrasonografia (prueba exacta de

Fisher).
Lumen Endometrio Lumen + endometrio
0 1 p 0 1 p 0 1 p
NS O ! loosa)l 14 | O }oos | 10 4 0,09
Citologia
1 3 13 4 12 5 11

=negativo / 1=positivo
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4.5. Asociacion de los antecedentes reproductivos con el diagndstico de endometritis

subclinica

Una vez organizados todos los datos de forma individual, se procedié a ver la

asociacion del estado reproductivo del animal con el diagndstico de ES mediante citologia.

En esta ocasidn, se analizd el efecto de los antecedentes reproductivos del animal con
la aparicion de endometritis subclinica diagnosticada por citologia. Para las variables Dias
postparto, Nimero de partos y Abortos previos, no se observd asociacion (p=0,63, p=0,21,
p=0,89, respectivamente). La Unica que presentd asociaciéon fue la variable Patologias

(p=0,049) (Tabla 6).

Tabla 6. Asociacidn entre la citologia y los antecedentes reproductivos (prueba exacta de Fisher).

) Aborto )
Dias postparto N2 partos . Patologias
previos

1123 |4|5/6})1|2|3,4|5]|6 0 1 0 1

{,—'}, oj1,0(20,0|{O0})0|3]0|0|]0]|O0 3 0 3 0
(@]
2

(@] 11754 |6 |1,4})y7 5|59 ]0]1] 22 5 19 8

p 0,63 0,21 0,89 0,049

Dias postparto: 1=31 al 35, 2=36 al 40, 3=41 al 45, 4=46 al 50, 5=51 al 55, 6= Mds de 55
Citologia: O=negativo / 1=positivo

Abortos y patologias: O=ausencia / 1=presencia
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5. Discusion

La vaca Holstein Friesian ha visto aumentada su produccidn lechera en los ultimos
cuarenta afios, debido a una combinacién de varios factores. Asimismo, se han estudiado
diferentes patologias que interfieren en el desarrollo de un correcto ciclo reproductivo (1). En
el bovino de leche, uno de los problemas mas comunes que causan graves pérdidas
econdmicas es la endometritis subclinica (49). Por ello, es necesario diagnosticar esta patologia

para evitar, entre otras cosas, el aumento del intervalo parto-cubricién (18).

La herramienta mas utilizada para el diagndstico y determinacion de prevalencia de ES
ha sido la citologia endometrial obtenida mediante cepillo endocervical ginecolégico (36). La
prevalencia de ES varia entre las distintas investigaciones y los distintos lugares geograficos del

2% al 51% (8,19,25,28).

En un estudio realizado en 141 vacas de leche Gilbert et al. (4), informaron una
prevalencia entre los 40 y 60 dias postparto del 53%. Para ello, hicieron un primer examen
citoldgico y clasificaron los animales de manera subjetiva en funcién de la cantidad de PMN N
vistos (sin contar) en el preparado. Posteriormente, evaluaron el porcentaje de PMN N

tomando como punto de corte valores cercanos al 5% aproximadamente.

Por otro lado, Kasimanickam et al. (25), realizaron su estudio en 228 vacas Holstein
Friesian mediante examenes de citologias endometriales obtenidas con Cytobrush® vy
establecieron una prevalencia de ES de 41% a 51% entre los 20 y 47 del postparto. Asimismo,
Bogado et al. (8), establecieron una prevalencia 27,8% en 32 vacas Holstein Friesian con mas
de 60 dias postparto. En este caso, los resultados informados por estos autores fueron

obtenidos mediante una combinacién de muestras citoldgicas e histopatologia.

La poblacidon animal en la que se ha realizado el presente estudio, fueron hembras
postparto que tenian programada la revisidon la semana en la que se realizé el trabajo. Los
resultados de prevalencia indicaron que el 53,3% del total de animales muestreados, entre el
dia 31 a 61 del postparto, fueron positivos a ES. Este valor es similar al obtenido por Gilbert et
al. (4). Es menester destacar que, en nuestro caso, el nimero de animales estudiados fue de
30. Por ello, la diferencia en el valor de prevalencia obtenida en comparacién con los estudios

anteriores (8,25), podria deberse al bajo nimero de animales evaluados.

Por otro lado, existen distintas pruebas para el diagndstico de esta patologia que

incluyen el lavado uterino, la vaginoscopia y la biopsia endometrial (13,29,35). En el presente
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estudio no se han tenido en cuenta estas herramientas por diferentes razones que se detallan
a continuacién. En relacién al lavado uterino y las biopsias, aunque ofrecen mucha
informacidn, no permiten obtener los resultados inmediatos en condiciones de campo,
ademas de suponer un mayor coste (35). Asimismo, en lugar de utilizar la vaginoscopia, que en
estudios anteriores se informd que no era util para diagnosticar ES en bovinos, se ha utilizado

la videoendoscopia, no descrita en vacuno hasta el momento.

Mediante la videoendoscopia, se puede visualizar la parte caudal del tracto
reproductor femenino. Hasta el presente no se ha descrito la utilizacién de esta técnica para la
determinacidn de ES en bovino de leche. Sin embargo, Barlund et al. (35) y Drillich et al. (46)
informaron sobre la utilizacién de la vaginoscopia para el diagnéstico de endometritis clinica y
subclinica, mediante la observacion de la presencia o ausencia de secrecion en el portio
vaginalis del cérvix. En el presente estudio, la videoendoscopia evalud la presencia de
secrecidn, el grado de inflamacién y apertura del portio vaginalis del cérvix. Por todo ello,
tanto la videoendoscopia como la vaginoscopia resultaron utiles para observar la presencia y

tipo de secrecidon y el aspecto de la mucosa, pero fueron limitadas para el diagnéstico de ES.

Respecto de la ecografia, ha quedado demostrado que es una herramienta muy
utilizada en la reproducciéon animal. Para hacer un correcto uso de este instrumento, hay que
tener en cuenta, que la involucidn del uUtero y el cuello uterino no se completan hasta
aproximadamente el dia 30 después del parto (18). Asimismo, es importante recordar el
momento del ciclo estral en el que se encuentre el animal (35). Por lo tanto, el diagndstico de
ES en el postparto de las vacas mediante ecografia, debe realizarse después de este periodo
(34) y descartar animales que se encuentren en proestro, estro o metaestro (48). En el
presente estudio, el total de animales incluidos, se encontraban entre los 31 y 61 dias
postparto y, previo a la toma de imagenes de los cuernos uterinos, se observaron los ovarios

para valorar la existencia o no de patologias.

Del mismo modo, para la evaluacidon de las imagenes ecogréficas se utilizaron dos
variables, el diametro luminal uterino y el grosor del endometrio. Es importante tener en
cuenta que la correcta medicidn de las estructuras depende del tipo de movimiento del cursor
(teclas, almohadilla o bola), la calidad de imagen, el equipo, tipo de sonda y frecuencia
utilizada y la habilidad del examinador (34). Al tratarse de una escala de medida muy pequefia
(milimetros), un leve desajuste, una imagen mal tomada (borrosa) puede pasar de una

medicion negativa a positiva o viceversa.
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Barlund et al. (35), realizaron una evaluacién por ultrasonografia (Sonovite vet 180
plus) a 221 animales entre el dia 25 y 200 del postparto, dando positivos aquellos que tuvieran
el didmetro luminal y el grosor del endometrio aumentado en mas de 3 mm. y 8 mm.
respectivamente. Siguiendo este criterio, en el presente estudio fueron evaluados como
positivos, un porcentaje mayor de animales (53,3% vs. 24,8%). Teniendo en cuenta unas
prestaciones similares en ambos equipos de ultrasonido, la diferencia de este resultado podria

deberse al nimero de animales evaluados en cada estudio.

Por otro lado, otros autores (25,48), utilizaron un criterio subjetivo para diagnosticar la
ES y solo tuvieron en cuenta presencia o no de liquido en el lumen uterino, sin evaluar el
grosor del endometrio. Kasimanickam et al. (25), realizaron el estudio en 228 vacas de leche
entre los 20 y 47 dias postparto. El criterio utilizado por estos autores para diagnosticar como
positivas a ES a las vacas del estudio se basé en la presencia o ausencia de liquido en el lumen
uterino. Asimismo, compararon los resultados del incremento del lumen uterino con los
resultados obtenidos con la citologia, determinando que existia relacién entre ambas
variables. Por otra parte, Lenz et al. (48), realizaron el estudio en 324 vacas de leche que se
encontraban entre los dias 21 y 27 del postparto. En este trabajo previo, los animales se
diagnosticaron como positivos a ES cuando el lumen uterino fue mayor a 2 mm. Si tomamos
Unicamente el lumen como criterio objetivo de evaluacion de ES en el presente trabajo, hemos
evaluado como positivas aquellas vacas con un lumen mayor a 3mm. A pesar del criterio de
mayor tamafio del didmetro del lumen uterino y la objetividad del método empleado, los

resultados obtenidos fueron similares a los informados anteriormente.

Como se ha descrito en estudios anteriores, el método mas utilizado para el
diagnéstico de ES, ha sido la citologia (4,11,22,25,26). Con esta técnica es posible obtener
células representativas y bien conservadas de la superficie endometrial sin dafiar el tracto
reproductivo (25). A pesar de ello, no se han establecido valores de corte de PMN N comunes
en funcion de los dias postparto. Comparando los puntos de corte para el valor de PMN N
descritos en los estudios anteriores (22,25,28,40), se observé una diversidad de valores. Esto

puede deberse a que, a lo largo del tiempo, variaron los criterios de inflamacion.

En el presente estudio, se han seguido los criterios descritos en 2013 por Madoz et al.
(22), para la evaluacién de las citologias, debido a que apenas han cambiado en los ultimos
afios. De este modo, se examinaron 30 vacas entre 31y 61 dias postparto y el rango de PMN N

utilizado para clasificar animales como positivo fue: 28% PMN N en los dias 21 al 33 del
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postparto, 6% del 34 al 47 dia postparto y 24% del 48 al 62 dia postparto. Pese a que en
ambos trabajos se utilizé el mismo criterio para evaluar las muestras citolégicas, el porcentaje

de animales valorados como positivos en el presente estudio fue superior (53,3% vs. 45%).

Sin embargo, otros autores (25,28,40) describen valores de PMN N diferentes.
Kasimanickam et al. (25), realizaron un estudio con 228 vacas de leche entre 20 y 47 dias
postparto. Las muestras obtenidas con Cytobrush®, se tifieron con colorante de Giemsa y se
contabilizaron 100 células totales. En este caso, fueron evaluados como positivos aquellos
animales en los que se observaban preparados con valores superiores al 18% de PMN N en los

dias postparto 21y 33 y superiores al 10% entre los 34 y 47 dias postparto.

Por otro lado, Dubuc et al. (40), examinaron a 1044 vacas Holstein Friesian y
diagnosticaron como positivos a aquellos animales con un porcentaje de PMN N >6% entre los

dias 21y 35 del postparto y >4% para las vacas con mads de 49 dias postparto.

Igualmente, Plontzke et al. (28), examinaron a 201 vacas de leche entre los 21 y 49 dias
postparto, cuya produccién media individual era de 23 litros de leche al dia. Los preparados
citoldgicos se procesaron con tincién 15 Biopur y se contaron un total de 200 células a x400.
Estos autores establecieron como positivas aquellas vacas con valores superiores al 5% PMN N

independientemente del nimero de dias postparto en los que fueron tomadas las muestras.

Si comparamos las distintas técnicas utilizadas para el diagndstico de la EC y la ES con
la citologia endometrial, Barlund et al. (35) informaron una asociacién entre la vaginoscopia y
la citologia exclusivamente en vacas con EC. De este modo, se ha demostrado que, en caso de
tratarse de ES, la vaginoscopia no es una técnica a utilizar para el diagndstico de esta
patologia. Del mismo modo, en nuestro estudio, no se ha observado asociacién entre la
citologia con las diferentes variables estudiadas por videoendoscopia (Secrecién, Inflamacion y
Apertura portio vaginalis del cérvix) y la presencia de ES en bovinos de leche entre los 31y 61

dias postparto.

En cuanto a la comparacidon de la ultrasonografia con la citologia endometrial v,
tomando en conjunto las variables de didmetro del lumen uterino (3mm.) y grosor del
endometrio (8mm.) para la clasificacidn de positivas y negativas, en el presente estudio no se
observo asociaciéon (p=0,09) entre estas variables y los resultados obtenidos por citologia. Del
mismo modo, Barlund et al. (35), informaron que cuando se combinaron ambos métodos, no

existia asociacion (p=0,07), aunque la sensibilidad aumentaba. Sin embargo, si evaluamos por
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separado las variables didmetro del lumen y grosor del endometrio, obtenidas por
ultrasonografia, hemos determinado que si existe asociacion con la citologia (p=0,034 para el

lumen uterino y p=0,05 para grosor del endometrio).

Por otra parte, Kasimanickam et al. (25) solo tuvieron en cuenta la presencia o no de
liguido en el lumen uterino, e informaron que habia una relacidn entre los resultados
obtenidos y la citologia endometrial. Ademas, también informaron que si estas herramientas
de diagnodstico se usaban conjuntamente aumentaba la sensibilidad y especificidad en el
diagndstico. Al igual que en el trabajo anterior, en el presente estudio existid una relacion
(p=0,034) entre el incremento del lumen uterino y el incremento en el porcentaje de PMN N
en las citologias. Si bien en nuestro trabajo existi6 una asociacion entre la ecografia y la
citologia, es menester destacar que en el estudio realizado por Kasimanickam et al. (25), el
punto de corte en la proporcion de PMN N fue de >18% PMN N entre los 21 y 33 dias
postparto y >10% entre los 34 y 47 dias postparto.

En el presente estudio, hemos determinado que existe una relacién entre las muestras
citolégicas y el incremento del tamafio del lumen uterino. En nuestro caso, las imagenes de
ultrasonido fueron realizadas por el mismo operador con un ecdgrafo ExaGo® provisto de una
sonda de 7,5MHz. Del mismo modo, Salah et al. (46), compararon la citologia endometrial y
ultrasonografia transrectal en 53 vacas de carne evaluadas entre los dias 20 y 35 postparto. En
este caso, las imagenes fueron tomadas con un ecégrafo Sonosite Vet 180 Plus provisto de una
sonda lineal 5MHz y los pardmetros analizados fueron el didmetro del cérvix y el tamafio del
lumen uterino. En coincidencia con el presente estudio y tratdndose de equipos de ultrasonido
con tecnologias diferentes, estos autores también informaron que existe una relacién entre la

citologia y el incremento del lumen uterino.

En la ES existen otros factores que pueden predisponer o no, la aparicién de la
enfermedad. De este modo, se han estudiado como posibles elementos predisponentes el

numero de dias postparto, el nimero de partos, los abortos y las patologias ovaricas (17).

Analizando la variable Dias postparto, otros autores (4,41) informaron que no existia
una asociacion con la citologia y el desarrollo de ES. Gilbert et al. (4), examinaron mediante
citologia endometrial 141 vacas entre 40 y 60 dias postparto. Por otra parte, Recce et al. (41),
analizaron 152 vacas con 40 dias postparto. Del mismo modo, el analisis de la variable Dias
postparto estudiada en el presente trabajo, ha demostrado que no hubo asociacién con los

resultados obtenidos por citologia (p=0,63), al igual que en los autores descritos.
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Respecto del Numero de partos, Recce et al. (41) estudiaron a los 40 dias postparto
152 vacas de leche entre 1 y 8 partos y con una produccidon media de 19 litros de leche por
animal/dia. Como conclusion, estos autores han informado que la variable Nimero de partos
no estaba relacionada con el desarrollo de ES. En nuestro estudio se utilizaron vacas de 1 a 6
partos que se encontraban entre los 31 a 61 dias postparto con una media de produccién de
35,7kg/dia. A pesar de las diferencias existentes en las caracteristicas de los animales incluidos
en nuestro estudio respecto del anterior, no hemos observado asociacién (p=0,21) entre el

numero de partos la citologia y la presencia de ES.

En relacidn a la variable Abortos previos, Adnane et al. (12) informaron que existia
asociacién con el desarrollo de endometritis subclinica. Sin embargo, en el presente estudio no
se ha obtenido relacién (p=0,89) entre la variable Abortos y el diagndstico de ES mediante
citologia. Esta discrepancia podria deberse al nimero de animales utilizados en cada caso

(5.278 vs. 30).

En dltimo lugar, respecto a la variable Patologias, en el presente estudio se ha
determinado que existe asociaciéon (p=0,049) con el diagnéstico positivo a endometritis
mediante citologia. Del mismo modo, Karsch et al. (42) y Sheldon et al. (43), observaron una

relacion entre la ES y las patologias ovaricas, siendo éstas consecuencia de la ES.
6. Conclusiones

1. Existe una alta prevalencia de ES en los animales objeto de estudio, que se
encontraban entre el dia 31 y 61 del postparto.

2. La ecografia y la videoendoscopia, no presentan asociacion con la citologia
endometrial.

3. Las variables medidas por ecografia (didmetro del lumen uterino y grosor del
endometrio) y comparadas individualmente con la citologia endometrial presentan
asociacion.

4. La citologia y la ultrasonografia endometrial podrian utilizarse en conjunto para
mejorar el diagndstico de la ES.

5. El nimero de partos, los dias postparto y los abortos previos no se vieron relacionados
con la ES.

6. La hiponfuncionalidad ovarica esta relacionada con la ES.
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