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Determinacion de los puntos de corte
para el diagndstico de endometritis
subclinica en Argentina

Madoz, L.V. 2, Plontzke, J. @, Albarracin, D. ®*, Drillich, M. ©® y De la Sota, R.L."*®

Resumen

La endometritis subclinica (ES) afecta negativamente a la reproduccion de las vacas de tambo al aumentar
el intervalo entre partos. Para su diagndstico, se debe tomar una muestra citolégica del vitero y determinar el
porcentaje de neutréfilos (PPMN) que se encuentra superficialmente en el endometrio. Distintos PPMN han
sido utilizados como puntos de corte de diagnéstico en vacas estabuladas. No es posible extrapolar datos de
explotaciones intensivas a las condiciones argentinas de produccion, tampoco el uso de valores de corte arbi-
trarios, debido a que se pueden llegar a interpretar en forma errénea los resultados arribando a diagnésticos
incorrectos. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar la prevalencia de la ES diagnosticada por
la técnica de CB en Argentina y buscar los niveles de corte que se correspondan con una disminucion de la
eficiencia reproductiva. Se muestrearon y evaluaron 487 vacas con flujo vaginal normal entre 21 y 62 dias
postparto (dpp). Los datos fueron analizados por SAS y SigmaPlot. Las curvas ROC (acrénimo de
Caracteristica Operativa del Receptor) obtenidas arrojaron valores de corte de 8, 6, 4y 5 PPMN para los
intervalos 21-33, 34-47, 48-62 y 21-62 dpp respectivamente. Las vacas con ES tuvieron menor tasa de con-
cepcion al primer servicio (16,2%) y tuvieron 29 dias mds de abiertas comparados con vacas sin ES.
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Determining thresholds for the diagnosis of subclinical endometritis in Argentina

Summary

Subclinical endometritis (SE) adversely affects the reproduction of dairy cows by increasing the number of days open. For diagnosis of sub-
clinical endometritis, it is necessary to take a cytological sample of the uterus and determine the percent of neutrophils (PPMN) present at
the endometrial surface. Different percentages have been used as diagnostic cutoffs in dairy cows. It is not possible to extrapolate data of
intensive productions to Argentine pastoral conditions, or to use arbitrary cutoff values. This could result in erroneous interpretation of
results and misdiagnosis of subclinical endometritis. The aim of this study was to validate cytobrush technique in our country and find cut-
off walues which correspond to a real decline in reproductive efficiency. For this work 487 cows with normal vagimal discharge between 21
and 62 days postpartum (dpp) were sampled and subclinical endometritis was diagnosed. Data were analyzed by SAS and Sigma Plot.
ROC (Receiver Operating Characteristic) curves generated cutoff values of 8, 6, 4 and 5 PPMN for the intervals 21-33, 34-47, 48-62
and 21-62 dpp, respectively. Cows with subclinical endometritis had a 16.2% reduction in first conception rate and had 29 more open days

than cows without subclinical endometritis..
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Introduccién

Dentro de las afecciones de las vacas de tambo,
las enfermedades del ttero tienen una gran impor-
tancia productiva, reproductiva y econdémica. A
partir de la finalizacién del puerperio clinico (21
dias postparto, dpp), se comienzan a diagnosticar
las endometritis. En estos casos, el animal no pre-
senta compromiso sistémico de su salud, ya que la
inflamacién se encuentra limitada tinicamente a la
capa mas interna del ttero, el endometrio *”.

La endometritis clinica (EC) cursa con descar-
gas uterinas que varfan de mucopurulentas a puru-
lentas con olor fétido, las que pueden complicar la
involucién total del ttero y asi afectar a la vida
reproductiva del vientre ¢ .

En cambio, la endometritis subclinica (ES) se
diagnostica en vacas que presentan flujo transluci-
do y sin fléculos de pus, llamado flujo cero o nor-
mal. Las vacas que presentan ES sélo pueden ser
diagnosticadas por algtin método complementario,
como el cepillado del endometrio (cytobrush, CB),
y el lavaje uterino o el hisopado. De los métodos
conocidos, el CB ha demostrado ser la mejor técni-
ca, principalmente por su practicidad y por no alte-

9, Las citologias

rar la morfologia de las células
obtenidas se evaltan al microscopio dptico y se
determina el PPMN sobre la cantidad de células
totales. El punto de corte (PPMN) minimo nece-
sario para que una vaca sea clasificada como con
ES, varfa segin los dias postparto del animal, dis-
minuyendo a medida que avanza el puerperio.
Segtin gran parte de las publicaciones, se podria
considerar que en ausencia de EC una vaca es diag-
nosticada positiva a ES cuando la citologia endo-
metrial presenta =18 PPMN para muestras toma-
das entre los 21-33 dpp, 0 =10 PPMN para mues-
tras entre 34-47 dpp; "*'". A pesar de que estos
valores de corte son los aceptados por la mayorfa de
los investigadores, no existe consenso total, varian-
do los valores de corte entre 4 y 25 PPMN ',
Debido a estas diferencias en el diagnéstico, la
interpretacion y la comparacion de resultados entre
diferentes estudios se hace controversial. Esto se
complica més atin, al extrapolar datos reproducti-
vos relacionados con ES de animales estabulados a
animales en produccién pastoril; ya que la preva-
lencia de ES en Argentina, -al igual de lo que suce-
de con la EC-, es més baja que en Europa y en
Norteamérica, muy probablemente debido a las
diferencias en los sistemas de produccién.

A nuestro conocimiento, no existen trabajos
produccién
Argentina que determinen los valores de corte de
a través de la aplicacion de curvas ROC (acrénimo
Operating  Characteristic, o
Caracteristica Operativa del Receptor). Las curvas
ROC permiten determinar valores exactos por
sobre los cuales la eficiencia reproductiva se ve
afectada, sin necesidad de extrapolar datos de otros
sistemas de explotacién que poco tienen que ver
con la situacién de la lecherfa en nuestro pas.

En resumen, no existe un punto de corte para el
diagnostico de ES que indique una real disminu-
cién en la eficiencia reproductiva que pueda ser
aplicado directamente al sistema argentino de
explotacién pastoril. Los estudios publicados fue-
ron llevados a cabo en su mayorfa en explotaciones
intensivas y varfan en los puntos de corte que apli-
can y en los dpp de los animales muestreados. Esto
hace que las comparaciones, y més atin la extrapo-
lacién de estos datos al sistema argentino, no refle-
jen la situacion real de las hembras lecheras, gene-
rando posibles interpretaciones erréneas.

El objetivo del trabajo fue determinar la preva-
lencia de la ES diagnosticada por la técnica de CB
en Argentina y buscar los niveles de corte que se
correspondan con una disminucién de la eficiencia
reproductiva de acuerdo a la metodologia descrip-
ta por Dohoo ©, evitando asi extrapolar en forma
directa resultados de trabajos llevados a cabo bajo
sistemas intensivos.

realizados en condiciones de

de Receiver

Materiales y métodos
Disefio experimental y animales

El estudio se llevé a cabo en cuatro tambos
comerciales de la provincia de Buenos Aires; ubi-
cados en América, Brandsen, Carlos Casares y
Carmen de Areco. Se utilizaron vacas (n=385) de
raza Holando Argentino en lactancia. Las vacas
fueron examinadas entre los 21 y 62 dpp durante la
visita mensual del veterinario asesor del estableci-
miento. En dicha visita, las vacas eran observadas
externamente para detectar la presencia de descar-
gas externas de flujo uterino en la cola, periné y
vulva, e internamente mediante el examen del
flujo vaginal (flujeo). Aquellas vacas que posefan
algtin grado de contenido pus en su flujo vaginal
(flujo mucopurulento, purulento o purulento con
olor fétido), fueron clasificadas como con EC y fue-
ron descartadas del estudio. Asimismo, no fueron
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incluidas en el estudio las vacas que habian recibi-
do terapia antibiética durante la semana previa al
momento del estudio.

A cada vaca se le tomé una muestra de citolo-
gia endometrial por medio de la técnica de CB;
para esto se realizd un cepillado del endometrio de
cada vaca por medio de un cepillo estéril
(Medibrush, Argentina) adosado a la parte ante-
rior de una pistoleta de acero inoxidable y protegi-
do de la contaminacién por una vaina pléstica des-
cartable (IMV, Francia). Una vez obtenida la mues-
tra, el cepillo era rotado sobre un portaobjetos, el
cual se fijaba y tenfa (tincion 15, Biopur,
Argentina) para la evaluaciéon microscopica.

Las muestras eran evaluadas a 400X para deter-
minar el PPMN sobre un total de 200 células.
Posteriormente, el diagndstico de gestacion se rea-
liz6 mediante palpacién transrectal entre los dias
35y 65 post IA.

Andilisis estadistico

Las medidas de eficiencia reproductiva analiza-
das fueron el intervalo parto-primer servicio
(IP1S), el intervalo parto-concepcién o dfas de
vaca vacfa (IPC), el porcentaje de prefiez a la pri-
mera inseminacién (PP1IA), el porcentaje de pre-
fiez a los 100 dpp (PRE100), y el porcentaje de
vacas vacias a los 200 dpp (VAC200).

El punto de corte del PPMN fue obtenido
mediante el andlisis de la curva ROC © utilizando
el paquete estadistico y de graficos SigmaPlot 11°
(Systat Software Inc., San José, CA, USA). Se gra-
fico la sensibilidad y la especificidad para cada
PPMN posible en un curva ROC con la mediana
de 100 dias de IPC (dfas de vaca vacia) para la
poblacién en estudio. Los intervalos de dpp para
los que se realizé el andlisis de la curva ROC fue-
ron 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 realizé con
el paquete estadistico de SAS 9.1 ®. Los modelos
se construyeron mediante la técnica de elimina-
cién 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 exclusiéon.

Para verificar la asuncién de proporcionalidad
del riesgo de prefiez de las vacas con vy sin ES, los
datos fueron estratificados mediante la variable ES,
y una funcién de sobrevivencia de Kaplan-Meier

fue estimada para cada grupo con el procedimien-
to LIFETEST de SAS ©. Los estimadores de la fun-
cién de sobrevivencia de Kaplan-Meier fueron uti-
lizados para calcular las medianas del IPC y para
graficar una funcién de empalme suave (spline)
con el paquete estadistico y de gréficos SigmaPlot
11® (Systat Software Inc., San José, CA, USA).

La tasa de riesgo de prefiez fue estimada utili-
zando un anélisis multivariado de sobrevivencia
mediante el analisis de regresion de riesgos propor-
cionales de Cox con el procedimiento PHREG de
SAS . El ntimero de lactancias y la estacién del
parto fueron utilizados como covariables en el ana-
lisis. En el modelo de Cox, el cual es un método
muy utilizado para anilisis de supervivencia, la
variable de respuesta se expres6 como la tasa de
riesgo de prefiez, que representa la cuantificacién
del riesgo instantdneo de prefiez por unidad de
tiempo, o sea la velocidad a la que las vacas quedan
prefiadas diariamente ©.

Por tltimo, las variables dicotémicas como el
PP1IA, el PRE100, y el VAC200 fueron analizados
por regresion logistica con el procedimiento GEN-
MOD de SAS ©.

Se eliminaron los registros de animales con
datos incompletos, quedando 385 vacas para el cal-
culo de prevalencia y 347 animales para realizar el
analisis estadistico de la eficiencia reproductiva.
Para el analisis de la curva ROC, el calculo de los
valores de corte, el andlisis de sobrevivencia de
Kaplan-Meier y para el anlisis multivariado de
sobrevivencia mediante el andlisis de regresion de
riesgos proporcionales de Cox se utilizaron 319
vacas que posefan los datos de PPMN e IPC.

Resultados

La curva ROC identificé como puntos de cortes
a =8 PPMN para el INT21-33, =6 % para el
INT34-47, =4% para el INT48-62 y 5% para el
INT21-62 (Figura 1. A, B, C y D, respectivamen-
te). En la Tabla 1 se encuentra el 4rea bajo la curva,
el error estdndar, el intervalo de confianza (IC) del
95% vy 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 vy
INT21-64, respectivamente.

La Tabla 2 muestra la eficiencia reproductiva de
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Tabla 1. Andlisis 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

Tabla 2. Razén de probabilidad (RP) de prenez, 95% del intervalo de confianza (IC) y probabilidad del porcentaje de
prefez a la primera inseminacién (PP11A), del porcentaje de prefez a los 100 dpp (PRE100) y del porcentaje de vacas

vacias a los 200 dpp (VAC200) en vacas con endometritis subclinica (ES) comparado con vacas normales.

Porcentaje RP’ IC95% P

PP1IA

Normal 45,2 (109/241) Referencia Referencia

ES 29,0 (18/62) 0,49 0,27-0,99 0,02
PRE100

Normal 54,3 (132/243) Referencia Referencia

ES 37,5 (24/64) 0,50 0,28-0,86 0,01
VAC200

Normal 8,6 (21/243) Referencia Referencia

ES 15,6 (10/64) 1,95 0,87-4,39 0,10

"Regresion logistica, procedimiento GENMOD de SAS.

las vacas normales y las vacas con ES. Las vacas
con ES tuvieron una disminucién del 16,2% del
porcentaje de PRE1IA vy del 16,8% porcentaje de
PREI0O0 comparado con las vacas normales
(P<0,02, P<0,01; respectivamente); y un aumen-
to del 7% del porcentaje de VAC200 (P<0,10). La
relacién entre la proporcion de vacas vacias y los
dias vacias entre vacas normales y vacas con ES, se
muestra en la Figura 2. Las vacas normales tendie-
ron a prefiarse mas precozmente que las vacas con

ES para los distintos intervalos: 21 a 33 dpp (Figura
2.A; mediana de dias vacios [MDV]=89 vs 160 d,
P=0,08) y 34 a 47 dpp (Figura 2.B; MDV=90 vs
116,5, P=0,07); 48 a 62 dpp (Figura 2.C;
MDV=101 vs 132 d, P=0,05) y 21 a 62 dpp
(Figura 2.D; MDV =94 vs 123,5 d, P=0,006; Tabla
3). El ntimero de lactancias y la condicién corporal
al momento del muestreo afectaron el IP1S (Tabla
4); mientras que solo el ntimero de lactancias y la
presencia de ES al momento del muestreo afectaron

Tabla 3. Andlisis de sobrevivencia y analisis de regresién de riesgos proporcionales de Cox del intervalo parto 1
servicio (IP1S) y parto concepcion (IPC) en vacas normales y con endometritis subclinica (ES).

n Mediana’ IC95%' P! TR? 1C 95%2 P2
IP1S
Normal 255 68,0 66,0-70,0 0,96 Referencia Referencia 0,95
ES 61 69,0 63,0-75,0 0,99 0,74-1,31
IPC
Normal 254 94,0 88,0-101,0 0,006 Referencia Referencia 0,0098
ES 64 123,0 101,0-147,0 0,68 0,52-0,91

" Analisis de sobrevivencia, procedimiento LIFETEST de SAS;
IC 95%: intervalo de confianza del 95%

2TR: Tasa de riesgo, regresion de riesgos proporcionales de Cox, procedimiento PHREG de SAS.
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Tabla 4. Analisis de regresion de riesgos proporcionales de Cox' del intervalo parto 1 servicio (IP1S) y parto
concepcién (IPC).

n TR 1C95% 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
Diagndstico de ES 0,07
Normal, ES negativo Referente Referente
ES positivo 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 prenez.
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Figura 1. Curva ROC para estimar el porcentaje de corte de PMN para el intervalo de 21 a 33 (A, 8 PPMN), 34 a
47 (B, 6 PPMN), 48 a 62 dpp (C, 4 PPMN) y 21 a 62 dpp (D, 5 PPMN).
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Figura 2. Curva de sobrevivencia del porcentaje de vacas vacias y los dias de vaca vacia para el intervalo de 21
a 33 (A; mediana de dias vacios [MDV]=89 vs. 160 d, P=0,08), 34 a 47 (B; MDV=90 vs. 116,5, P=0,07), 48 a
62 dpp (C; MDV=101 vs. 132 d, P=0,05) y 21 a 62 dpp (D; MDV=94 vs. 123,5 d, P=0,006).

el IPC (Tabla 4). Por cada 1% de incremento del
PPMN, disminuyé 1,3% el riesgo instantdneo de
prefiez (Tabla 4). Para vacas con ES comparadas
con vacas sin ES, la razén 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).

Discusion

Con la realizacién de este estudio se logré vali-
dar por primera vez la técnica de CB en nuestro
pafs, y determinar los niveles de corte que se
corresponden con una disminucion de la eficiencia
reproductiva. Adem3s, también se pudo determi-
nar la prevalencia de ES y su impacto sobre la efi-
ciencia reproductiva en tambos comerciales.

Los valores de corte calculados en este trabajo
fueron inferiores a los calculados en Canada, 18% y
10% " pero muy similares a los usados en USA por
Gilbert, 5% (10), Galvao 8,5%, 6,5% y 4,0% © y en
Alemania por Raab, 5% . Los valores de corte
reportados en este trabajo demuestran que comien-
za a haber disminucién de la eficiencia reproductiva

a partir de un PPMN del 8% al 4% segtn los dpp.
La prevalencia total de ES encontrada (17%
21-62 dpp) fue menor a la encontrada por
Kasimanickam (35,1% entre 20-33 dpp y 34%
entre 34-47 dpp; %), por Raab (41,3% entre 21-27
dpp y 16,4% entre 35-41 dpp; ), por Gilbert (53%
40-60 dpp; ) 'y por Hammon (51,8% 25-31 dpp;
M); 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 consideracién que en
algunos de los trabajos © ™!
medida sobre el total de vacas evaluadas y no sobre

), la prevalencia fue

el total de vacas clinicamente sanas, por lo que se
ve muy limitada la comparacién con resultados
obtenidos por otros autores.

A rafz del anélisis de los datos, se confirmaron
nuestras hipdtesis de trabajo, ya que la ES disminu-
y6 la eficiencia reproductiva de las vacas afectadas,
aumentando los dfas de vaca vacia y su prevalencia
fue menor que en condiciones de estabulacién. El
efecto negativo encontrado de la ES sobre la efi-
ciencia reproductiva concuerda con la mayorfa de
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101219 v disiente sélo con

uno, el cual informé no haber encontrado diferen-
cias significativas entre vacas de tambo positivas y
negativas a ES ¥, Esta discrepancia podria deberse
a una menor potencia de dicho estudio por la
menor cantidad de animales incluidos (n=194), en
comparacion con el presente trabajo (n=385).

los informes al respecto ¢

Conclusiones

La prevalencia de ES diagnosticada por la téc-
nica de CB, en vacas lactantes de tambo bajo siste-
ma de produccién pastoril fue del 17%. Las vacas
con ES tienen una reduccién en la tasa de concep-
cién al primer servicio, en la cantidad de vacas pre-
fladas a los 100 dias de lactancia, y un aumento en
la cantidad de dias abiertos comparado todo con
vacas sin ES. Se identificaron como puntos de cor-
tes a =8 PPMN para el INT de 21-33dpp, =6
PPMN para el INT de 34-47dpp, =4 PPMN 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.
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