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RESUMEN

Los objetivos de este estudio fueron: 1) adaptar y mejorar el dispositivo
originalmente utilizado para el diagndstico de endometritis subclinica
(ES), 2) Evaluar el efecto del ciclo estral sobre el porcentaje de
neutrofilos (PMN), 3) determinar la prevalencia de ES (21-62 dpp) y 4)
Evaluar el impacto de la ES sobre la eficiencia reproductiva en vacas de
tambo bajo condiciones pastoriles.

El trabajo se realizd en tambos comerciales de la provincia de Buenos
Aires. En el primer experimento se seleccionaron 17 vacas Holstein
sincronizadas. Se obtuvieron muestras de citologia endometrial y de
sangre los dias 0, 4, 11 y 18 del ciclo estral. Se evaluaron los % PMN y la
concentracién sérica de P4. Los datos fueron analizados con PROC
MIXED, PROC GENMOD y PROC FREQ de SAS 9.1. El % PMN no varid con
la etapa del ciclo estral, ademas dicho % fue siempre inferior a cualquier
punto de corte para el diagnostico de ES. En el segundo experimento, se
utilizaron 418 vacas Holstein (21-62 dpp) sin endometritis clinica. Las
muestras de citologia endometrial fueron obtenidas por la técnica de
cepillado endometrial. Los datos fueron analizados con curvas ROC y con
PROC GLIMMIX, PROC PHREG, y PROC LIFETEST de SAS 9.1. Los valores
de corte determinados para el diagndstico de ES fueron 8% PMN entre
21-33 dpp, 6% PMN entre 34-47 dpp, 4% PMN entre 48-62 dpp y del 5%
PMN para todo el intervalo 21-62 dpp; la prevalencia de ES encontrada
fue de 17% (21-62 dpp). Las vacas con ES tuvieron menor tasa de
concepcidn al primer servicio (16,2%) y tuvieron 29 dias mas de dias
abiertos comparados con vacas sin ES.
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ABSTRACT

The objectives of this study were: 1) Adapt and improve a tool for
subclinical endometritis (SE) diagnosis, 2) Assess the effect of estrous
cycle stage on the endometrial polymorphonuclear cells (PMN)
percentage to determine cutoff values for SE diagnosis under pastoral
conditions, 3) Measure the prevalence of SE (21 to 62 days in milk (DIM),
and 4) Evaluate SE effect on reproductive performance in grazing dairy
cows. The study took place on commercial dairy farms located in Buenos
Aires province. For the first experiment 17 Holstein cows were selected
and synchronized. Endometrial cytology and blood samples were
obtained on d 0, 4, 11, and 18 of the estrous cycle. Percentage of PMN
and P4 concentration were evaluated. Data were analyzed with PROC
MIXED, PROC GENMOD, and PROC FREQ from SAS 9.1. The percentage
of PMN did not vary with the stage of the estrous cycle. In addition, PMN
counts were below any of the reported thresholds for most of the cows.
On the second experiment 418 lactating Holstein dairy cows between 21
to 62 DIM without clinical endometritis were studied. Samples of
endometrial cytology were collected with the cytobrush technique. Data
were analyzed with ROC curves, and with PROC GLIMMIX, PROC PHREG,
and PROC LIFETEST from SAS 9.1. Cutoff values for the diagnosis of SE
in grazing dairy cows are 8% PMN for 21 to 33 DIM, 6% PMN for 34 to
47 DIM, 4% PMN for 48 to 62 DIM, and overall 5% PMN for 21 to 62
DIM; the prevalence of SE 21 to 62 DIM was 17%. Finally, cows with SE
showed lower conception rate to first service (16,2%) and had 29 days
more of calving to conception interval.

INTRODUCCION

La endometritis es la inflamacion de la capa mas interna del Gtero, se la
clasifica en: clinica (EC) cuando se acompafia de descargas uterinas
mucopurulentas o purulentas y  subclinica (ES) cuando se presenta en
vacas clinicamente sanas. Las vacas con ES tienen disminuida
notablemente su eficiencia reproductiva en la siguiente gestacion,
aumentando los dias abiertos (Kasimanickam et al., 2004; Madoz et al.,
2013). Esto conlleva al aumento de los costos del tambo (honorarios,
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inseminaciones, tratamientos, dias sin produccion de leche) que impactan
en la economia. El diagndstico de ES se basa en el conteo de neutrdfilos
(PMN) en muestras de citologia endometrial, siendo positivo cuando el
porcentaje encontrado de dichas células es mayor al punto de corte
utilizado para el diagndstico (Sheldon et al., 2006). La mejor forma de
obtener las muestras se basa en un suave cepillado del endometrio
(Kasimanickam et al., 2005). El dispositivo originalmente utilizado para
obtener estas muestras presenta un inconveniente para su aplicacion a
campo debido a que requiere la esterilizacion de sus partes metalicas
entre cada uso (Kasimanickam et al., 2004).

Por otro lado, para poder validar la técnica nos encontramos ademas con
el interrogante de si los cambios fisioldgicos ciclicos que ocurren en el
endometrio (Ohtani et al., 1993) podian llegar a afectar el diagndstico de
ES. Los estudios existentes que determinaban la prevalencia de ES
provenian de sistemas de produccién estabulado y los puntos de corte
variaban ampliamente (Barlund et al., 2008; Gilbert et al., 2005;
Kasimanickam et al., 2004). Debido a esto, surgié la necesidad de
conocer los puntos de corte que se adecuaran a nuestra realidad y
validar la técnica diagnostica a lo largo del ciclo, evitando asi extrapolar
resultados de trabajos llevados a cabo bajo sistemas intensivos.

OBJETIVOS

Nuestro primer objetivo fue el desarrollo y adaptacion de un dispositivo
que permita obtener muestras endometriales en vacas de una manera
mas rapida y econdmica para un diagndstico certero de ES a campo.
Posteriormente, el segundo objetivo fue validar la técnica, determinar el
grado de variacion del diagndstico a lo largo del ciclo estral, determinar
valores de corte aplicables para el diagndstico de ES en tambos
argentinos de explotacidon pastoril y basandonos en esto, determinar el
real impacto de la enfermedad sobre la eficiencia reproductiva de los
vientres. Todo esto con el fin de detectar las vacas problema y
desarrollar un tratamiento y/o manejo efectivo para mejorar la eficiencia
reproductiva de los tambos.

MATERIALES Y METODOS
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Se realizaron dos experimentos, ambos con hembras bovinas en
postparto de raza Holstein pertenecientes a tambos comerciales de la
provincia de Buenos Aires. Los animales no debian haber presentado
distocia, aborto, retencion de membranas fetales ni tratamientos
intrauterinos en o posterior a su ultimo parto. A continuacion, se describe
la metodologia comin a los dos experimentos.

Evaluacién general

Previo a la toma de muestras, se realizd la medicién de la condicion
corporal (escala de 0 a 5, criterio de inclusiéon >2.5), palpacién
transrectal y diagndstico de endometritis clinica (EC) por la técnica de
flujeo.

Diagndstico de ES

Se utilizd un nuevo modelo de pistoleta de acero inoxidable, cuya
superioridad técnica respecto de los dispositivos existentes, reside en que
no requiere la esterilizacidon de las piezas entre muestreos. Utiliza cepillos
ginecoldgicos cérvico-uterinos Papanicolaou) (Medibrush XL, Argentina) y
vainas sanitarias de IA (IMV, Francia), ambos descartables. Cambiando el
cepillo y la vaina, se puede muestrear varias vacas sin contaminacién
cruzada, minimizando el tiempo y los costos requeridos. La técnica
consiste en: una vez enhebrado el cérvix mediante una maniobra similar
a la de IA, dirigir la pistoleta a un cuerno, exponer el cepillo a la
superficie endometrial, girar dos vueltas; luego retraerlo dentro de la
vaina sanitaria. Inmediatamente desmontar el cepillo de la pistoleta,
rotarlo sobre un portaobjetos y fijar para la preservacion de la morfologia
celular. Una vez en el laboratorio, se colorearon las muestras con tincion
comercial diferencial rapida (Tincién 15, Biopur, Argentina). La evaluacién
de las muestras se realizd con microscopio optico a 400X, se contaron y
diferenciaron 200 células por preparado para asi obtener el porcentaje
(%) de PMN sobre células totales.

Experimento 1. Estudio de los cambios de la citologia endometrial a lo

largo del ciclo estral bovino
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Se utilizaron vacas en postparto y en buen estado de salud general
(n=53) que se encontraban entre 27 y 56 dias postparto (dpp) al
momento del comienzo de la toma de muestras (dia [d] 0). Se
seleccionaron vacas ciclicas, sin EC (con flujo normal translicido y sin
rastros de pus) que fueron sincronizadas segun el protocolo Ovsynch
(Pursley et al., 1997). El dia 0 fue tomado como el Ultimo dia de la
sincronizacién, 12 h luego de la segunda dosis de GnRH. Se tomaron
muestras de citologia endometrial y de sangre de todos los animales
sincronizados (n=17) los dias 0 (estro), 4 (metaestro), 11 (diestro) y 18
(proestro) del ciclo estral. La sangre se utilizd para la medicidon de las
concentraciones séricas de Progesterona (P4) mediante un kit comercial
de RIA en fase solida (Coat-A-Count, USA). Se determiné el porcentaje
de PMN y de células blancas mononucleares sobre las células totales. El
conteo se realizd a ciegas por dos evaluadores y por triplicado. Ademas,
se evalud la citometria (area, perimetro y diametro de Feret) de 10
células endometriales por preparado (Imagel, USA). Se evaluaron los
porcentajes de PMN y de células mononucleares (GENMOD, SAS), el
tamafo de las células endometriales y las concentraciones de P4 sérica
durante los diferentes dias de muestreo por PROC MIXED (SAS, 2003). La
concordancia entre los diagndsticos de ES obtenido por los diferentes
operarios se evalué mediante el indice Kappa.

Experimento 2. Determinacidn de los puntos de corte para el diagndstico
de endometritis subclinica por la técnica de cepillado endometrial con el
dispositivo desarrollado y estudio de su prevalencia e impacto sobre la
eficiencia reproductiva en vacas de tambo

Se utilizaron vacas (n=487) entre los 21 y 62 dpp. Las vacas con EC
fueron descartadas del estudio, las muestras de citologia endometrial
fueron recolectadas mediante la técnica descripta y evaluadas como fue
explicado anteriormente. El diagndstico de gestacion se realizd por
palpacién transrectal entre los dias 35 y 65 post IA.

El punto de corte (porcentaje de PMN) fue obtenido mediante el analisis
de la curva ROC. El riesgo de prefiez de las vacas con y sin ES, fue
estimado mediante una funcién de sobrevivencia de Kaplan-Meier con el
procedimiento LIFETEST de SAS. La tasa de riesgo de prefiez fue
estimada por riesgos proporcionales de Cox con el procedimiento PHREG
de SAS. Por ultimo, las variables dicotomicas como el PP1IA, el PRE100, y
el VAC200 fueron analizadas por regresion logistica con el procedimiento
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GENMOD de SAS 9.1. (SAS, 2003)

RESULTADOS
Experimento 1

Las concentraciones séricas de P4 halladas en las vacas sincronizadas,
demostraron claramente la efectividad del protocolo utilizado (dO,
0,42+0,42; d4, 1,16+0,43; di1, 4,69+0,44; d18, 2,85+0,46 ng/ml;
P<0,01). Todas las vacas muestreadas resultaron negativas a ES ya que
los porcentajes de PMN encontrados siempre estuvieron por debajo de
los valores de corte determinados para el diagndstico 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). El porcentaje de mononucleares tampoco mostré diferencias
significativas entre los distintos dias del ciclo estral (1,44+0,32, P>0.06).

Experimento 2

La curva ROC identific6 como puntos de cortes a >8% PMN para el
INT21-33, 26% PMN para el INT34-47, 24% para el INT48-62 y 5%
para el INT21-62. 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% Yy 17% para los INT21-33, INT34-47,
INT48-62 y INT21-62 respectivamente.

Las vacas con ES tuvieron una disminucidon del 16,2% de prefiez a la
primera IA y del 16,8% de prefadas a los 100 dpp comparado con las
vacas normales (P<0,02, P<0,01; respectivamente); y un aumento del
7% del porcentaje de vacas vacias a los 200 dpp (P<0,10). Las vacas
normales tendieron a prefarse mas precozmente que las vacas con ES 21
a 62 dpp (MDV=94 vs 123,5 d, P=0,006). Para vacas con ES comparadas
con vacas sin ES, la razdn de riesgo de prefiez fue de 0.64 y la tasa de
prefiez relativa fue de 36% (P<0.01).

CONCLUSIONES

En conclusién, el desarrollo del dispositivo mencionado permitié validar
por primera vez en nuestro pais la técnica de citologia endometrial bovina
para realizar el diagndstico de ES; y determinar los puntos de corte del
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porcentaje de PMN que se corresponden con una disminucién de la
eficiencia reproductiva. La prevalencia de ES encontrada en vacas de
tambo bajo sistema de produccién pastoril en Argentina fue del 17%. El
porcentaje de PMN no varia a lo largo del ciclo estral en vacas normales
sin EC y por lo tanto el diagndstico de ES por la técnica que utilizamos,
refleja los cambios inflamatorios que ocurren en el endometrio.

Por otro lado, con porcentajes de PMN superiores al 8%, 6%, 4% y 5%
alos 21 a33,34a47, 48 a 62y 21 a 62 dpp se comienza a observar
una disminucién de la eficiencia reproductiva. De hecho, las vacas con ES
tuvieron un 16.2% de reduccidon en la tasa de concepcidon al primer
servicio, un 16.8% de reduccion en la cantidad de vacas prefiadas a los
100 dias de lactancia y 29 dias mas de dias abiertos en comparacion con
las vacas sin ES. Esto representaria una pérdida econdmica de U$S 44.3
a U$S 82.6 por vaca/lactancia; que llevado al rodeo nacional en ordefie,
representaria un costo de 11 a 20.5 millones de ddlares anuales por
aumento de los dias de vaca vacia (intervalo parto-concepcién).
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RESUMEN

La deficiencia de cobre o hipocuprosis bovina genera pérdidas
productivas por fallas inmunoldgicas y/o reproductivas. Su diagndstico se
realiza por analisis de cupremia, cuando las deficiencias son severas (<
30 pg/dL) aparecen las menores ganancias de peso. Sin embargo, no se
conoce qué valores de cupremia podrian afectar la reproduccién, con qué
consecuencias y a través de qué mecanismos. Con el objetivo general de
poder predecir y comprender las fallas reproductivas por hipocuprosis, se
generaron objetivos particulares que fueron: 1. evaluar la asociacién
entre cupremias y niveles de cobre en licor folicular; 2. evaluar los niveles
indicativos de carencia en el licor folicular con técnicas de fertilidad in
vitro, como maduracién in vitro de ovocitos, fertilizaciéon in vitro y
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