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ESTRUCTURA






La presente tesis doctoral consta en primer lugar de una Introduccién general,
gue proporciona al lector informacién sobre el estado actual del conocimiento
sobre las endometritis subclinicas en la vaca. Esta informacidn se distribuye en
los diferentes apartados que caracterizan una enfermedad: definicidn,
prevalencia, etiologia, diagndstico, efectos negativos, tratamiento vy
prevencion

A continuacién se definen los objetivos de este estudio, que seran abordados a
lo largo de tres capitulos, que componen el grueso de la tesis. Se ha
estructurado de esta forma para facilitar la lectura y seguimiento de los
diferentes experimentos y de cara a su publicacién posterior.

Por ultimo, se describen las conclusiones del estudio y el resumen en
diferentes idiomas.
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Introduccion general

Dentro de un mercado cada vez mas globalizado en el que también se
encuentran inmersas las explotaciones bovinas, la rentabilidad econdmica
debe jugar un papel prioritario que permita mantener el dificil equilibrio que
existe entre obtener un producto de alta calidad y realizarlo con el menor
coste de produccion posible. Es por ello que en las ultimas décadas se ha
asistido al nacimiento de nuevos conceptos como el de “eficiencia
reproductiva” que persigue maximizar la rentabilidad econdmica de las

explotaciones ganaderas.

Sin embargo, y a pesar de que esta filosofia es clara, se ha producido un
descenso paulatino en la eficiencia reproductiva de las explotaciones de
vacuno lechero. Asi, en un estudio realizado en el afio 2003 en el noreste de
Espafia, se comprobd que la fertilidad habia descendido desde el 42,3% hasta
el 33,1% entre los afios 1991 y 2000, lo que suponia un descenso anual de casi
un 1% (Lopez-Gatius, 2003). Cifras similares fueron descritas por otros
investigadores en diferentes partes del mundo (Royal et al., 2000; Lazzari et

al., 2011).

En muchos casos este descenso se ha relacionado con cambios en los propios
animales, que han conducido a un incremento en su produccion de leche

(Lucy, 2001; LeBlanc, 2010b; Walsh et al., 2011).

Pero sin duda, uno de los principales factores que han influido en este
descenso de la eficiencia reproductiva han sido las patologias uterinas. Asi, las
metritis y endometritis se han relacionado con retrasos en el reinicio de la
actividad ovarica postparto, el incremento del intervalo entre el parto y la
primera inseminacion, el aumento de los dias abiertos, el descenso de la tasa

de concepcion, el aumento de las tasas de eliminacién, etc., (Huszenicza et al.,
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1999; LeBlanc et al., 2001; Azawi, 2008; Gautam et al., 2009; Sheldon et al.,
2009 y 2010; Priest, 2013).

Por todo ello, en las ultimas décadas se han implementado métodos de
diagndstico que han permitido mejorar la deteccidon de estos procesos. Este es
el caso de la ecografia transrectal (Kasimanickam et al., 2004; Quintela et al.,
2012) y la citologia uterina, ampliamente descrita y estudiada por
Kasimanickam et al. (2004, 2005b) a principios de este siglo, y que han

permitido notables avances en el diagndstico de estas patologias.

Estas técnicas, han abierto la posibilidad de diagnosticar las endometritis
subclinicas y han contribuido a que se desarrollen estudios en los que se
aborda esta patologia desde multiples puntos de vista. También han permitido
evaluar la relacidn existente entre este proceso y la eficiencia reproductiva de
las vacas lecheras (Priest, 2013), tanto por su relaciéon con la produccidn
(Cheong et al., 2011), como por los efectos negativos que produce sobre la

reproduccion (Ricci et al., 2015).

Sin embargo, a pesar del elevado numero de estudios publicados en los
ultimos afos, todavia quedan cuestiones relacionadas con la definicién, los

métodos de diagndstico y la etiopatogenia que necesitan ser aclaradas.

Por todo ello, este trabajo pretende llevar a cabo una serie de experiencias
encaminadas a incrementar el conocimiento de las endometritis subclinicas en

ganado vacuno lechero.

1.- DEFINICION

Antes de comenzar a hablar de las endometritis subclinicas es importante

situar este proceso dentro del contexto de las patologias uterinas.
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Desde el punto de vista histopatoldgico hablamos de Endometritis (E) cuando
se produce un proceso inflamatorio que afecta, exclusivamente, al
endometrio. Por su parte se conoce como Metritis (M) aquellas patologias en
las que se ve afectada toda la pared del Utero. Finalmente se considera
Perimetritis (PE) si lo que se ve afectado es la serosa y Parametritis (PA) si la
inflamacion afecta a los ligamentos suspensorios (Kennedy & Miller, 1993;

BonDurant, 1999).

Si se tiene en cuenta la enfermedad desde un punto de vista clinico se puede
definir la Metritis puerperal (MP) como una patologia aguda, sistémica, que
por lo general tiene lugar en los 10 dias posteriores al parto y que se produce
como consecuencia de la infeccidn del Utero por bacterias (Drillich et al., 2001,

Foldi et al., 2006; Sheldon et al., 2006).

Debe tenerse en cuenta que este proceso es sintomatoldégicamente muy
diferente de la Endometritis clinica (EC), que se caracteriza por presentar una
descarga purulenta o mucopurulenta a través de la vagina, y que no esta
acompaiada de sintomatologia sistémica. Otra diferencia destacable respecto
de la MP es que esta afeccién se produce 21 dias o mas después del parto
(Sheldon & Noakes, 1998; LeBlanc et al., 2002; Foldi et al., 2006; Sheldon et al.,
2006).

Por su parte se conoce con el nombre de Endometritis subclinica (ES) aquella
inflamacion del endometrio que no presenta ninguna sintomologia visible de
enfermedad clinica. Esta patologia se caracteriza por presentar un infiltrado de
polimorfonucleares neutrdfilos (PMN) sin exudado (o con una minima
cantidad) acumulado en el uUtero (Gilbert et al., 1998; Foldi et al., 2006;

Sheldon et al., 2006).
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Finalmente, desde el punto de vista clinico se define la Pidmetra (P) como el
proceso que cursa con un acumulo de material mucopurulento o purulento en
el interior del Utero, que provoca una distension del mismo y que coexiste con

un cuerpo luteo en el ovario (Noakes et al., 1990; Sheldon et al., 2006).

Deben ser mencionados también en esta revision dos términos ampliamente
empleados en la actualidad que se basan en los signos observados en su
diagndstico. Por un lado se define la Descarga vaginal purulenta (DVP), como
aquella situacion en la que se aprecia una descarga purulenta o muco-
purulenta a través de la vulva (Dubuc et al., 2010; LeBlanc, 2014). En esta
definicion se engloban diferentes enfermedades que cursan con esta
sintomatologia como pueden ser las vaginitis, las cervicitis, las endometritis e

incluso las cistitis (Sheldon et al., 2006; LeBlanc, 2014).

Por ultimo, también se describen las Endometritis citolégicas (EC) que se
caracterizan por la presencia de PMN, en porcentaje anormal, en la citologia
uterina (Dubuc et al., 2010). Por lo tanto, podria referirse tanto a endometritis

clinicas como subclinicas.

2.- PREVALENCIA

La prevalencia de las Metritis puerperales (MP) presenta notables variaciones
en funcién del estudio. Asi al realizar esta revision hemos encontrado valores
gue oscilan entre el 10% descrito por LeBlanc et al. (2002), hasta el 37% citado

por Bartlett et al. (1986); Markusfeld (1987) y Peeler et al., (1994).

Variaciones similares han sido observadas en las EC, desde el 12% de Dubuc et

al. (2010) hasta el 53% de Gilbert et al. (2005).

Cuando se habla de prevalencia de ES en la vaca es dificil comparar los trabajos

publicados, ya que ésta varia en funcién del momento del postparto en el que
6
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se realiza el diagndstico, del punto de corte establecido (porcentaje de PMN a
partir del cual se considera que un animal presenta ES) y del método utilizado

para realizar la citologia (cytobrush o lavado).

En la tabla 1 se muestra un resumen de las prevalencias observadas por
distintos investigadores en funcion de los factores mencionados

anteriormente.

Cytobrush S:-r:: di d:;ostpa;:tgc; Punto de corte
Lopdell et al., 2011 35,0% > 18,0%
Kasimanickam et al., 2004 | 35,1% > 18,0%
Heidarpour et al., 2012 13,5% > 18,0%
Kaufmann et al., 2010 12,4% > 18,0%
Madoz et al., 2013 21,5% >8,0%
Dubuc et al., 2010 19,3% >6,0%
Pléntzke et al., 2010 38,0% >50%
Lopdell et al., 2011 7,0% > 18,0%
Kasimanickam et al., 2004 34,0% >10,0%
Barlund et al., 2008 11,8% >8,0%
Madoz et al., 2013 16,0% >6,0%
Pléntzke et al., 2010 19,0% >50%
Madoz et al., 2013 16,0% >4,0%
Dubuc et al., 2010 11,1% >4,0%
Lavado
Hammon et al., 2006 51,8% >25,0%
Galvao et al., 2009a 38,2% >85%
Barlund et al., 2008 15,8% >8,0%
Cheong et al., 2011 25,9% >10,0%
Galvao et al., 2009a 37,2% >6,5%
Gilbert et al., 2005 53,0% >50%

Tabla 1.- Incidencia de endometritis subclinicas en funcion de la semana de postparto
en el que se diagndstica y del punto de corte.
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Al revisar todos estos estudios se puede comprobar la gran variabilidad de
puntos de corte empleados por los distintos investigadores (del 5 al 25% en las
semanas 32 a 52 y del 5 al 18% de la 52 a la 72 postparto). También se pone de
manifiesto diferencias ligadas al método de recogida, ya que los distintos
estudios describen una mayor incidencia de ES cuando la muestra es recogida
empleando el lavado uterino. Asi mismo tiene importancia el momento en el
gue se realiza el estudio, ya que se produce un descenso de la prevalencia a

medida que el postparto avanza.

Ademas, estos articulos sobre la prevalencia evidencian la enorme importancia
que las ES tienen en el ganado vacuno de leche, sobre todo en las 7 primeras

semanas del postparto.

3.- ETIOLOGIA

Para hablar de la etiologia de las ES debe tenerse muy en cuenta todos los
sucesos que tienen lugar en torno al parto y el puerperio, ya que las ES tienen
su origen, en muchos casos, en los cambios sufridos por el Utero en este

periodo.

A lo largo de la gestacion el ambiente uterino se encuentra aislado, gracias a
qgue el cuello uterino se encuentra cerrado, por lo que el Utero permanece
estéril (Foldi et al., 2006). Sin embargo, para que se produzca la expulsion del
feto en el momento del parto, el cérvix, la vagina y la vulva deben dilatarse
para permitir su salida. Debe tenerse en cuenta que, al mismo tiempo, se
permite la entrada de microorganismos hacia el interior del Utero perdiendo
asi su condicion de esterilidad. El problema se complica ya que el cérvix
permanecera abierto durante unos dias (Wehrend et al., 2003), lo que facilita

gue continuen entrando microorganismos al interior del Gtero.
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Como se puede ver en la grafica 1, que resume diferentes estudios sobre la
contaminacién del Utero por microorganismos tras el parto (Moschow & Olds.,
1966; Elliot et al., 1968; Griffin et al., 1974; Fredriksson et al., 1985; Sheldon et
al., 2002), la mayoria de los Uteros presentan una elevada contaminacién en
los dias siguientes al parto (hasta los 10-14 dias del postparto en la mayoria de
las vacas), siendo los microorganismos mds comunes: E. coli, Streptococos, T.
pyogenes, B. licheniformis, Prevotella spp, y F. necrophorum. La relajacién de
las barreras fisicas que normalmente impiden la entrada de microorganismos y
la existencia dentro del uUtero de un medio de cultivo idéneo para su
crecimiento (sangre, restos de tejidos necrosados, etc.) son los responsables
de que esto ocurra. Como también se puede apreciar en la grafica 1, esta

contaminacion disminuye a medida que avanzamos en el postparto.

® Moschow et al., 1966 HElliot et al., 1968 Griffin et al., 1974

® Fredriksson et al., 1985 Sheldon et al., 2002
100

80
60

40

% de uteros contaminados

20

0 10 20 30 40 50 60

Dias postparto

Grdfica 1.- Evolucion de la contaminacion uterina en el postparto segun diferentes
autores.
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Sin embargo, la presencia de contaminacidn no implica necesariamente el
desarrollo de la enfermedad, de no ser asi, todas las vacas tendrian metritis en
el postparto. La enfermedad se desarrollara sélo cuando los microorganismos
existentes se adhieran a las mucosas, colonicen o penetren en el epitelio y/o
liberen productos bacterianos (toxinas, enzimas, etc.) (Sheldon et al., 2006). El
principal responsable de que esto no ocurra es el sistema inmune innato (SIl)
de la vaca que se encarga de eliminar la contaminacién uterina postparto. En
definitiva, en las primeras etapas del postparto se produce una inflamacion
“fisioldgica” que, en condiciones normales, se resolvera a lo largo del primer

mes del postparto (Singh et al., 2008).

La intensa actividad del Sll en esta etapa se pone de manifiesto por la elevada
expresion de genes que codifican diferentes substancias relacionadas con su

actividad (Sheldon, 2004; Chapwanya et al. 2009):

- Receptores tipo Toll (TLR): proteinas que forman parte del Sll. Estos
receptores reconocen los agentes infecciosos, y estimulan la respuesta
inflamatoria.

- Mediadores de la inflamacion: Interleukinas (IL1, IL1A, IL6, IL8, IL12A),
factor de necrosis tumoral (TNFa), Factor de transcripcion Kbl (FTKb1).

- Moléculas efectoras: Péptidos antimicrobianos (AMPs) y Proteinas de fase
aguda (APPs). Sustancias implicadas en la reparacion de los tejidos

dafiados.

Ademas, a todo esto se suma la llegada de PMN en grandes cantidades. Por lo
tanto, en condiciones normales (animal sano) este Sll es capaz de eliminar las

bacterias y devolver el Utero a su estado normal de “esterilidad”.
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Por lo tanto, el que se desarrolle una patologia uterina depende del balance
entre los microorganismos que contaminan el uUtero, la respuesta inmune del
animal y el ambiente (Potter et al., 2010). En consecuencia, todos los factores
gue alteren este equilibrio favoreceran la aparicion de patologias uterinas en

el postparto.

Es interesante mencionar que en el proceso de la inflamacién se pueden
describir cuatro fases: el reconocimiento del agente agresor, la liberacion de
mediadores de la inflamacidn, la actuacion de los mediadores y la resolucién

del proceso (Sordillo & Aitken, 2009) (figura 1).

Figura 1.- Desarrollo del proceso inflamatorio.

Debe sefialarse que todo el proceso de inflamacion uterina se produce en un
periodo de tiempo relativamente corto y esta regulado, principalmente, por
los eicosanoides (Sordillo, 2014). Sin embargo, este proceso puede verse

alterado de diferentes formas:
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Prolongacion del proceso inflamatorio tras la resolucion del problema: esta
situacion puede darse cuando se combina una producciéon exacerbada de
eicosanoides inflamatorios y disminuida de antiinflamatorios (figura 2), lo que
impedira la resolucién completa y la restauracién de la homeostasis en los

tejidos afectados (Mattmiller et al., 2013; Sordillo, 2014).

Figura 2.- Diferentes eicosanoides y su papel en la regulacion de la inflamacion.

No se puede olvidar que el estrés oxidativo es un factor que podria contribuir a
gue se produzca una respuesta inflamatoria anormal y que el postparto es un
periodo de riesgo a este respecto (Miller et al., 1993; Sordillo et al., 2009). Por
este motivo, el incremento del metabolismo del oxigeno en el periodo
puerperal aumentaria la tasa de produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) reduciendo las defensas antioxidantes del animal (Bell, 1995; Gitto et al.,
2002; Sordillo et al., 2007, 2009). Diferentes estudios llevados a cabo en
células endoteliales bovinas proporcionan evidencias de que el incremento
de los niveles de hidroperdxidos lipidicos resultantes del estrés oxidativo,
podrian incrementar el fenotipo pro-inflamatorio de estas células (Cao et al.,
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2000; Weaver et al., 2001; Sordillo et al., 2005, 2008). Ademas hay que tener
en cuenta que el incremento de las concentraciones de ROS en los tejidos y en
las células estaria asociado a la expresiéon de ciertos genes proinflamatorios

como son las moléculas de adhesion endoteliales (Bonomini et al., 2008).

Por ultimo, existen ciertas evidencias de que el nivel de grasa y el tipo de
acidos grasos presentes en la dieta podrian afectar a la funciéon inmune de las
células (Salehi et al., 2016). En este sentido, Silvestre et al. (2011a,b)
observaron que una dieta rica en acido linoleico durante el periodo de
transicion inducia un estado pro-inflamatorio durante las primeras semanas

del postparto.

Induccién del proceso inflamatorio en ausencia de un agente agresor. En
diferentes estudios se ha comprobado cémo el exceso de tejido adiposo y las
elevadas concentraciones de NEFA eran factores de riesgo de enfermedades
proinflamatorias del postparto en vacas de aptitud lactea (Bernabucci et al.,
2005; Goff, 2006; Douglas et al., 2007). Sin embargo, el mecanismo por el que

se produce este efecto permanece todavia sin aclarar.

La activacién de la respuesta del sistema inmune innato se produce tras el
reconocimiento por parte de los receptores tipo toll (TLR) del agente agresor
(Sordillo et al., 2009). Existen diferentes TLR, capaces de reconocer a los
diferentes agentes agresores. Asi, el TLR4 (capaz de reconocer al
lipopolisacarido presente en la membrana de las bacterias gram negativas)
podria ser activado por ciertos acidos grasos (laurico, palmitico y oleico)
(Sordillo et al., 2009) y, de esta forma, inducir una inflamacidn sin que exista

un agente agresor.

En resumen, las ES podrian ser un proceso inflamatorio del dutero,

asintomatico, originado, probablemente, por una alteracion de los procesos
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reguladores de la inflamacidn, bien en su inicio (provocando inflamacién sin la
existencia de un agente agresor) o bien en su finalizacién (manteniendo la
inflamacion durante mas tiempo del necesario). Todo esto, estaria
estrechamente relacionado con la presencia previa de una inflamacién en el
Utero y con la desproporcionada produccion de sustancias anti y pro
inflamatorias, situaciones que se dan con frecuencia en el postparto (aunque

ocasionalmente podrian suceder en otros momentos).

Por lo tanto, estos mecanismos permitirian explicar las diferentes evoluciones
de las ES (figura 3). Tras el parto (primer mes y medio), muchos animales
resuelven satisfactoriamente la inflamacién/infeccion que se produce de
forma fisioldgica, una parte no lo consigue y se establece una EC. Ademas, otra
parte de estos animales eliminaria la contaminaciéon uterina pero no
consiguiria resolver adecuadamente el proceso inflamatorio, por lo que se
podria desarrollar una ES. Finalmente, las vacas sanas también se podrian
reinfectar mas tarde y desarrollar una EC que, tras su resolucién, podria
evolucionar a ES y estos animales con EC podrian curarse totalmente o
evolucionar a su vez a una ES (Gautan et al., 2010; Quintela et al., 2010;

Quintela, 2011).
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Figura 3.- La figura combina los resultados de los estudios de Gautan et al. (2010),
Quintela et al. (2010) y Quintela (2011) e intenta explicar como podemos relacionar las
ES con los procesos uterinos en el postparto. Gautan et al. (2010) evidenciaron en su
estudio que el 23,6% de las vacas en el postparto presentaban EC (mediante
exploracion rectal y vaginoscopio), mientras que el resto se mantenian aparentemente
sanas. En las vacas con EC comprobaron que el 74,7% se resolvia espontdneamente,
persistiendo en el 25,3%, mientras que en las sanas un 10,6% presentaban mds
adelante una EC. Una de las explicaciones a estas nuevas infecciones es la presencia de
ES, no diagnosticadas en este trabajo. En los trabajos de Quintela et al. (2010) y
Quintela (2011) el 21,5% de las vacas aparentemente sanas en el postparto,
presentaban ES (diagnosticadas mediante citobrush) lo que podria apoyar esta
hipdtesis. Como se puede ver en la figura, ademds, las vacas que han tenido y resuelto
una ECy las que tienen una EC podrian también evolucionar hacia una ES.

4.- FACTORES DE RIESGO

Independientemente de cudl sea la causa que desencadene la Endometritis,
desde un punto de vista epidemiolégico interesa conocer las circunstancias o
condiciones que aumentan la probabilidad de que una hembra bovina la
padezca. Asi, como ya se ha comentado, actuaran como factores de riesgo
todas aquellas situaciones que provoquen un desequilibrio entre los agentes

patégenos que contaminan el Utero y el SlI.
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Dado el momento en el que se desarrollan estos procesos, se debe considerar
el Balance Energético (BE) como uno de los principales factores de riesgo a
tener en cuenta. Es ampliamente conocido que en el inicio de la lactacion la
vaca sufre un incremento muy importante de las demandas de energia. En un
principio la vaca no es capaz de cubrir esas necesidades energéticas tan
elevadas debido a que el consumo de materia seca es bajo tras el parto
(pudiendo reducirse en algunos animales al 50%) y tarda unos dias en
aumentar lo suficiente como para cubrir las necesidades. Esto provoca que la

vaca entre en un balance energético negativo (BEN).

Sin embargo, a medida que avanza el postparto, la capacidad de ingesta de
materia seca de la vaca aumenta hasta llegar a un momento en que las
necesidades y el aporte de energia de la dieta se igualan y el balance
energético se equilibra. Esta situacion es fisioldgica y no supone un problema
cuando la intensidad y duracion del BEN es adecuada. Sin embargo, este
fendmeno se puede convertir en un grave problema cuando la intensidad es
muy elevada (pérdidas de mas de un punto de condicidon corporal en una
escala del 1 al 5) (Shrestha et al., 2005) o su duracién se alarga mas alla del

primer més postparto (Mcart et al., 2013).

Ya sea el Balance Energético Negativo como tal, ya sea por la elevacion de los
niveles de B-hidroxibutirato y/o NEFA, y/o por el descenso de la condicidn
corporal que se produce en el postparto temprano, estas situaciones se han
relacionado con la alteracion de la funcion de los PMN, con la produccion de
citoquinas proinflamatorias y con el reconocimiento de las bacterias (Lacetera
et al., 2005; Hammon et al., 2006; O’Boyle et al., 2006; Scalia et al., 2006; van
Knegsel, 2007; Grinberg et al., 2008; Contreras et al., 2012; Ster et al., 2012).

Por lo tanto, parece evidente que el BEN es un factor de riesgo importante en
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el desarrollo de enfermedades uterinas en vacas de leche en el postparto ya

gue reduce las defensas uterinas.

No se puede olvidar que estrechamente relacionado con la producciéon y con el
periodo de transicidén estan las hipocalcemias, que a su vez estan relacionadas,
como en el caso anterior, con una alteraciéon de la funcién de los PMN
(Martinez et al., 2012), junto con una alteracion de la contraccién uterina y, en

consecuencia, un retraso en la involucion del Utero (Bajcsy et al., 2005).

También se describen otro grupo de factores predisponentes relacionados con
situaciones en las que se producen lesiones del tracto genital y que pueden
favorecer la entrada masiva de microorganismos. Asi, se citan los partos
asistidos, el nacimiento de mellizos, la aparicidon de distocias, el nacimiento de
terneros muertos, las retenciones de placenta y cualquier otra alteracién que
puedan ocasionar un mayor o menor estrés en el momento del parto (Priest,

2013).

Por otra parte, también pueden considerarse factores de riesgo de la ES todas
aquellas situaciones capaces de alterar la evolucion normal de la inflamacion
como podria ser la alimentacion inadecuada (pobre en Omega-3 (Silvestre et
al., 2011a y b), deficiencia de antioxidantes (Sordillo et al., 2009) o el excesivo
engrasamiento en el momento del parto (Bernabucci et al., 2005; Goff, 2006;

Douglas et al., 2007).

Realmente los factores de riesgo de las ES no difieren demasiado de los
descritos para las EC (Priest, 2013; Potter et al., 2010). Como ya fue
mencionado, es posible que la enfermedad clinica preceda en muchos casos a

la subclinica, siendo ésta la causa de que compartan factores de riesgo.
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5.- DIAGNOSTICO

Cuando se habla de diagndstico de las endometritis es muy importante tener
en cuenta las diferencias entre endometritis clinica y subclinica. Parece
evidente que dado que la primera presenta una sintomatologia clinica sera
mas facil de detectar. En este caso, los métodos diagndsticos tratan de poner
de manifiesto la existencia de contenido purulento/mucopurulento en la luz
del dtero (inspeccidn de la vulva, mano enguantada, metricheck, vaginoscopio,

ecografo).

Sin embargo, y aunque a priori parezca sencillo, muchos de los métodos tienen
carencias importantes. Desde siempre, se ha asociado la descarga vaginal
purulenta con la endometritis clinica. Sin embargo, la presencia de pus en el
interior de la vagina podria ser sintoma de otros procesos reproductivos
diferentes de la endometritis (cervicitis, vaginitis) o incluso de alteraciones no

reproductivas (cistitis, nefritis o pielonefritis) (LeBlanc, 2014).

Asi, aquellos métodos basados en la visualizacion de la descarga puruleta
como son la mano enguantada, el metricheck o el vaginoscopio presentan
sensibilidades inferiores al 65%, llegando a describirse valores del 15% en el
caso del metricheck (de Boer et al., 2014). Tampoco se observa una notable
mejoria en cuanto la especificidad de estos métodos, con valores que oscilan
entre el 61% y el 92%, respecto a las tasas de gestacion (LeBlanc et al., 2002;

Runciman et al., 2009; Dubuc et al., 2010; de Boer et al. en 2014).

Por otro lado, los métodos diagndsticos basados en evidenciar el material
purulento en el interior del Utero, como puede ser la ecografia transrectal,
permiten visualizar contenido en el interior del Utero (Quintela et al., 2006).
Sin embargo, los criterios tradicionalmente empleados para diagnosticar una

endometritis por este sistema se basan en determinar la presencia de
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contenido, determinar el espesor del endometrio y evaluar el diametro del
cérvix y de los cuernos uterinos (Kasimanickam et al., 2004; Barlund et al.,
2008; Meira et al., 2012), pero sin entrar a valorar el tipo de contenido. Por lo
tanto, cuando sdlo se tiene en cuenta la presencia o ausencia de fluido en la
luz de Utero y el espesor del endometrio, es posible confundir a los animales
que padecen este proceso con hembras que se encuentren en estro, ya que la
Unica diferencia entre ambas situaciones es el tipo de contenido (Quintela et
al., 2012; Murillo et al., 2014). Por otra parte, debemos tener en cuenta que
emplear el tamafio del cérvix y/o de los cuernos uterinos puede ser bastante

ambiguo debido a la enorme variabilidad existente entre individuos.

En lo que respecta a la ES los métodos basados en la inspeccidn del periné y
vulva, como son la mano enguantada, el metricheck o el vaginoscopio, no
tienen utilidad, ya que estos animales no presentan secreciones. Asi, los
métodos descritos para diagnosticar este proceso son la ecografia, la citologia
endometrial y, en menor medida, la biopsia uterina. Ademds, en la actualidad,
se considera la citologia endometrial como la técnica “gold estandar” de esta

patologia (Kasimanickam et al., 2004; Prieto et al., 2012).

Si se tiene en cuenta la definicion de ES como el proceso inflamatorio del
endometrio en el que no aparece exudado (o una minima cantidad) en el
interior del Utero, es facil comprender que la citologia sea la prueba definitiva,

mientras que la ecografia sélo permita el diagndstico de algunos casos.

En estudios realizados por Kasimanickam et al. (2004), Barlund et al. (2008) y
Meira et al. (2012) en los que se comparaba la eficacia en el diagndstico de las
ES de la ecografia y de la citologia endometrial, se observd que la sensibilidad

de la ecografia era baja (a pesar de que la especificiadad era elevada) lo que
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indicaba que los diagndsticos de ES por este procedimiento eran poco fiables,
probablemente porque al valorar simplemente la presencia de liquido en el

endometrio y el diametro del Utero, era facil realizar diagndsticos erréneos.

Sin embargo, en los Ultimos afios se ha empezado a emplear la ecografia
Doppler en el diagndstico de las endometritis en ganado vacuno. Debertolis et
al. (2015) apreciaron un notable incremento del flujo vascular en las arterias
uterinas en animales a los que se les habia provocado una endometritis. Estos
trabajos podrian suponer un notable avance en el empleo de la ecografia en el
diagndstico de este proceso.

A pesar de estos avances, hoy por hoy la citologia sigue siendo el método
diagndstico de referencia para las ES. Si bien, aun existen notables
discrepancias sobre el método de toma de muestras y el punto de corte a

utilizar.

Respecto al método de toma de muestra, en la actualidad se describen dos
sistemas principales que son el lavado Uuterino y el empleo del cytobrush.
Kasimanickam et al. (2005b) realizaron un estudio comparativo entre ambas
técnicas llegando a la conclusién de que el cytobrush era mejor que el lavado
uterino por ser mas rapido (independiente del tamano del utero),
practicamente no producia irritacidn a nivel del endometrio, producia una
menor distorsion de las células y menor presencia de glébulos rojos. Sin
embargo, este sistema solo proporcionaba informacién de una zona concreta
del utero, al contrario del lavado uterino que recogia informacién de todo el

utero.

En lo que se refiere al punto de corte a emplear para decidir si un animal
presenta, o no, esta patologia, es imprescindible tener en cuenta los dias de
postparto en los que se realiza la toma de muestra. No se puede olvidar que

durante el primer mes del postparto el proceso de involucidn uterina favorece
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la migracion de PMN hacia la luz del utero (Sheldon, 2004; Chapwanya et al.
2009) y por lo tanto el punto de corte debera ser mas alto. Asi, cuando se
emplea el cytobrush se han propuesto valores entorno al 18% por la mayor
parte de los autores (Kasimanickam et al., 2004; Kaufmann et al., 2010; Lopdell
et al., 2011; Heidarpour et al., 2012). Sin embargo, cuando la muestra se toma
a partir del dia 30 de postparto, el proceso de la involucidon uterina habra
finalizado en la mayoria de los animales, por lo que el punto de corte debe ser
mas bajo, estableciéndolo la mayor parte de los investigadores entorno al 5-
10% (Kasimanickam et al., 2004; Barlund et al., 2008; Plontzke et al., 2010;
Madoz et al., 2013).

Por otra parte, cuando se habla de citologias realizadas mediante lavados
uterinos, encontramos una gran variacion en los puntos de corte empleados
por los distintos investigadores. Asi, la mayor parte de los estudios establecen
valores entre el 5% y el 25% (Gilbert et al., 2005; Hammon et al., 2006; Barlund

et al., 2008; Galvao et al., 2009b; Cheong et al., 2011).

Por ultimo, otro posible factor de variacion a tener en cuenta a la hora de
interpretar una citologia uterina, es el momento del ciclo estral en el que se
encuentra el animal. Es necesario recordar que durante la fase folicular del
ciclo aumenta el infiltrado de PMN en el endometrio, por el efecto de los
estrégenos (Ohtani et al., 1993). Este hecho, de no ser tenido en cuenta,
podria dar lugar a falsos positivos. Sin embargo, trabajos recientes sefialan que
el resultado de la citologia (realizada mediante cytobrush) no variaria a lo largo

del ciclo estral (Madoz et al., 2013).

Una nueva alternativa para poner de manifiesto altos porcentajes de PMN en
el Utero de forma rapida, es el empleo del test de orina (leukocite estearase

test) (Cheong et al., 2012; Couto et al., 2013). Se trata de un test colorimétrico
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gue muestra una correlacion variable con la citologia uterina. Santos et al. en
el afio 2006 le otorgaban una sensibilidad del 96% y una especificidad del 98%.
Sin embargo, Cheong et al. (2012) tan sdlo observaron una sensibilidad del
77% y una especificidad del 52%. De todas formas, su empleo en granjas
comerciales no es muy frecuente, probablemente por la ausencia de un test

desarrollado exclusivamente para su uso en utero.

Por ultimo, debe mencionarse la biopsia uterina. Esta técnica es empleada
rutinariamente en humanos para el estudio de la infertilidad y es la técnica de
referencia para la evaluacién del endometrio en la mujer (Strowitzki et al.,

2006).

En animales domésticos, la biopsia uterina se viene realizando en yeguas
desde los aflos 60 como método para investigar los problemas de infertilidad
(Brandt & Manning, 1969), siendo hoy un método rutinario para su diagndstico
(Nielsen, 2005). Sin embargo, su uso en granjas comerciales de ganado vacuno
es muy reducido y sélo se emplea en investigacién. Posiblemente sea debido a
la mayor dificultad de la toma de la muestra, la necesidad de emplear mas
tiempo en su procesado, asi como de contar con personal cualificado (Nielsen,
2005) vy, principalmente, el miedo a que esta prueba tenga un efecto negativo

sobre la fertilidad (Zaayer & van der Horst, 1986).

Debido a esto, los estudios llevados a cabo utilizando la biopsia de Utero como
método de diagndstico de las ES en el ganado vacuno son muy reducidos (de

Boer et al., 2014).

A pesar de todo lo expuesto, esta sobradamente demostrado su valor
diagnéstico en los procesos inflamatorios del Utero (Manspeaker & Haaland,
1983; Bonnet et al., 1991). En el trabajo de Meira et al. (2012), en el que se

empleaba la citologia como técnica diagndstica de referencia, la biopsia
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uterina demostrd una sensibilidad del 78% y una especificidad del 81%, con
una concordancia moderada y un valor de Kappa del 48% (cuando se tenia en
cuenta Unicamente el aspecto del epitelio, la lamina propia y los vasos),
reduciéndose este valor si se tenia también en cuenta el aspecto de las
glandulas endometriales. Ademas, en el trabajo de Madoz et al. (2014), en el
gue Unicamente se valoraba el grado de infiltracion del endometrio, la
concordancia era escasa, con un valor de Kappa de tan solo un 15%. Sin
embargo, estos valores deben tomarse con cuidado ya que el nimero de

muestras con ES o EC era muy reducido (4 y 6 respectivamente).

Por lo tanto, y a falta de mas estudios comparativos, se podria concluir que la
biopsia uterina parece un método muy especifico para detectar la inflamacion
y las lesiones en el Utero (Meira et al., 2012), sin embargo, por su complejidad
en la especie bovina, se podria considerar que la citologia endometrial seria

una buena alternativa a esta técnica.

6.- EFECTOS SOBRE LA REPRODUCCION Y PRODUCCION

Los efectos negativos sobre la reproduccion de las endometritis clinicas son de
sobra conocidos y han sido descritos en numerosos trabajos a lo largo de los
anos: descenso en la fertilidad, incremento de dias abiertos y de las tasas de
eliminacion (LeBlanc et al., 2002; Gautam et al., 2009; Gautam et al., 2010;
Marques et al., 2015). Fourichon et al. en el 2000 realizaron un meta-analisis
empleando 23 trabajos sobre endometritis y determinaron que las vacas con
esta patologia uterina aumentaban en 15 dias los dias abiertos, mientras que

disminuia un 16% su fertilidad.

Sin embargo, cuando se habla de ES aparecen algunas discrepancias,

encontrando desde algunos autores que no aprecian ningun efecto negativo
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sobre la reproduccién (Plontzke et al., 2010) a muchos otros que describen

numerosas implicaciones negativas sobre la fertilidad (tabla 2).

Parametro reproductivo Impacto ES Referencias
Gilbert et al. (2005); Burke et al.
Anestro postparto Aumenta (2010); Green et al. (2011);

McDougall et al. (2011).

Gilbert et al. (2005); Barlund et al.
Tasa de gestacion 12 IA Disminuyen (2008); McDougall et al. (2011);

Barrio et al. (2014)

. ., Gilbert et al. (2005); Barlund et al.
Inseminaciones/gestacion Aumentan

(2008)
Kasimanickam et al. (2004); Gilbert et
Dias abiertos Aumentan  al. (2005); Barlund et al. (2008);

McDougall et al. (2011)
Kasimanickam et al. (2004); Gilbert et
al. (2005); Barlund et al. (2008);

Tiasa de gestacion DU e Dubuc et al. (2010); McDougall et al.
(2011).

. . . Drillich et al. (2012); F and t al.

% embriones transferibles Disminuye (Zrcl)llz) etal. ( ); Ferndndez et a

Tabla 2.- Efectos de las endometritis subclinicas (ES) sobre la reproduccion descritos en
la bibliografia.

Debido a todas las implicaciones reproductivas propuestas, las ES también han
sido relacionadas con el sindrome de repeticiéon de celos en la vaca (Pérez-
Marin et al., 2012). Sin embargo, debe sefalarse que el nimero de estudios
gue consideran esta relacion es escaso y los resultados variables. Mientras que
en algunos trabajos se describen prevalencias muy elevadas (préximas al 50%)
de ES en vacas con sindrome de repeticion de celos (Salasel et al.,, 2010;
Janowski et al., 2013), en otros la prevalencia encontrada es relativamente
baja (< 15%) (Pothmann et al., 2015), aunque, es necesario indicar que los
puntos de corte utilizados, del porcentaje de PMN, son diferentes en cada caso

(entre el 3% y el 10%).

Finalmente, hay que mencionar que las endometritis, ademdas de los

importantes efectos sobre la reproduccién, afectan negativamente a la
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produccion de leche (Bell & Roberts, 2007). Este efecto ha sido descrito tanto
en las endometritis clinicas como en las subclinicas (Green et al., 2009; Burke
et al., 2010; McDougall et al., 2011). Asi, se ha relacionado la presencia de
estos procesos con descensos de la produccion lactea (de 0,6 a 1,03
Kg/vaca/dia), disminucién del porcentaje de grasa y proteina y el incremento
en el recuento de células somaticas (Green et al., 2009; Burke et al., 2010;
McDougall et al., 2011). Desgraciadamente, en la actualidad este tema aun no
estd totalmente aclarado ya que existen ciertos trabajos que contradicen estas

afirmaciones (Dubuc et al., 2011).

6.1- MECANISMO POR EL QUE LAS ENDOMETRITIS SUBCLINICAS AFECTAN A
LA REPRODUCCION (figura. 4)

Existe un amplio consenso que indica que en el caso de las endometritis
clinicas la presencia de microorganismos en el interior del Utero justificaria, en
gran parte, dichos efectos, ya que los gérmenes podrian provocar dafios

directos sobre el endometrio (Herath et al. 2007; Williams et al. 2007).

Pero ademas muchos gérmenes tienen la capacidad de producir endo y
exotoxinas que pueden ejercer un efecto a distancia. Asi por un lado podrian
afectar a la produccién de hormonas (estrégenos y progesterona) lo que
podria alterar el desarrollo folicular y a la formacién y normal desarrollo del
cuerpo luteo (Herath et al., 2007; Williams et al., 2007; Shimizu et al., 2012).
Pero también podrian afectar a la produccién de LH, lo que conllevaria
alteraciones en la ovulacion (Coleman et al., 1993; Lavon et al., 2008; Lavon et
al., 2010) o incluso podrian incrementan la produccion de PGE,, que a su vez

afectaria a la supervivencia del cuerpo lateo (Herath et al. 2009). Finalmente,
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también se ha descrito que esas endo y exotoxinas podrian influir en el normal

desarrollo embrionario pudiendo reducir su supervivencia (Soto et al., 2003).

Sin embargo, cuando se habla de ES, debe sefialarse que, en la mayoria de los
casos, la presencia de microorganismos en la luz del Utero es muy escasa,
pareciéndose mas a la de las vacas sanas que a la de las vacas con EC o metritis
(Lazzari et al., 2011; Madoz et al., 2014; Marifio et al., 2015). Por lo tanto,
parece que el proceso inflamatorio cobraria especial importancia en la

patogenia del proceso.

En sintesis, Las ES serian debidas a una alteracidn del proceso inflamatorio que
persistiria en el tiempo (mds alld de lo que se podria considerar normal o
fisiolégico) en ausencia, en la mayoria de los casos, del causante de la misma
qgue ya habria sido eliminado. Como consecuencia de esta inflamacion, se
liberarian una serie de mediadores como son el factor de necrosis tumoral y
diversas interleukinas (Kasimanickam et al., 2013). Estas sustancias, parece
que podrian tener efectos negativos sobre la reproduccién, actuando a
diferentes niveles. Por un lado se apreciaria un efecto sobre el eje Hipotdalamo-
Hipdfisis, lo que provocaria una reduccién de la secrecion de LH y FSH (Rivest
et al., 1993). Pero por otro lado, también se podria describir un efecto sobre el
ovario, ya que intervendrian en la foliculogénesis, ovulacidn, luteinizacién y
luteolisis (Sakumoto et al., 2003; Neuvians et al., 2004; Sakumoto & Okuda,
2004; Field et al., 2013; Galvao et al., 2013). Finalmente, también se ha
descrito un efecto directo sobre el embrién, lo que reduciria su viabilidad y, en
consecuencia, las tasas de concepcion (Hill & Gilbert, 2008; Drillich et al., 2012;

Fernandez et al., 2014).
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Figura 4.- Mecanismo de accion de los procesos infecciosos/inflamatorios del utero
sobre la reproduccion. Las bacterias llegan al utero principalmente a través del cérvix.
Una vez en el utero, tanto las bacterias como ciertas moléculas asociadas (endo/exo-
toxinas) son detectadas mediante los receptores TLR. Se activa entonces el Sll, primera
barrera frente a la infeccion. Se liberan citoquinas, que atraen PMN y PGE. Las
citoquinas, la PGE y las endo/exo-toxinas actuan en diferentes drganos implicados en
la reproduccion (Hipotdlamo, Hipdfisis y ovarios), mientras que las bacterias
provocardn destruccion del epitelio mediante apoptosis.

7.- TRATAMIENTO

Desde el momento de su primera descripciéon hasta la actualidad, se han
postulado numerosas opciones terapéuticas tanto para las endometritis
clinicas como para las subclinicas en el ganado vacuno, algunas de las cuales

pasamos a descibir someramente:

N-acetilcisteina: este farmaco con propiedades mucoliticas ha sido mas
investigado en yeguas (Witte et al., 2012; Gores-Lindholm et al., 2013; Melkus

et al., 2013) que en vacas (Tras et al., 2014). Su empleo esta mas encaminado
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al tratamiento de las endometritis clinicas. Debe tenerse en cuenta que el
contenido uterino en las EC y la formacion de biofilms por parte de algunas
bacterias podria interferir en la farmacocinética y farmacodindmica de los
agentes bacterianos, haciéndolos ineficaces y facilitando la cronificacion del
proceso (Tras et al., 2014). La N-acetilcisteina tiene un efecto mucolitico
importante, lo que reduce la viscosidad del moco uterino (Witte et al., 2012),
pero ademas posee propiedades antioxidantes (Duru et al., 2008) y
antimicrobianas (Cederlund & Mardh, 1993) por lo que dificulta la formacion
de biofilms y el crecimiento de algunos microorganismos (Pérez-Giraldo et al.,
1997). Es por esto que el empleo de esta sustancia, combinada con
antibidticos, podria resultar eficaz en el tratamiento de estos procesos.
Concretamente, en el estudio de Tras et al. (2014), se apreciaba un porcentaje
de curacidn del 83% cuando los animales eran tratados con N-acetilcisteina
junto con amoxicilina y acido clavulanico, frente al 55% del grupo control de

individuos no tratado.

Ozono: es otra alternativa terapéutica que se esta estudiando para el
tratamiento de las endometritis en el gando vacuno. Es una molécula
compuesta por 3 atomos de oxigeno (Os). Entre sus propiedades se describe el
tener un efecto bactericida (Silva et al., 2009), ser estimulante del sistema
inmune (Zimran et al.,, 2000) y tener un importante poder antiinflamatorio
(Guennadi et al., 2008). Parece que todos estos efectos lo harian mas eficaz
gue otros antisépticos utilizados tradicionalmente como es el caso del Yodo
(Bocci, 1996; Silva et al., 2009). En un reciente estudio realizado por Polat et al.
(2015) se comprobd que los parametros reproductivos de vacas con EC eran
similares en el grupo de animales tratado con ozono intrauterino que en el
grupo tratado con antibidticos, llegando a la conclusidon de que podria ser una

alternativa interesante a estos. Ademas, también se ha comprobado un efecto
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positivo en las vacas que presentaban retencion de placenta (Zobel & Tkalcic,
2012) e incluso su uso como preventivo de alteraciones uterinas en el

postparto temprano (Djuricic et al., 2012).

Dextrosa: el empleo de este monosacadrido en el tratamiento de las
endometritis surge de la demostracion in vitro del efecto bactericida de las
soluciones hipertdnicas de azucar (Chirife et al., 1983). Su eficacia en el
tratamiento de las endometritis se ha comprobado en varios trabajos
recientes, en los que la administracion intrauterina de dextrosa incrementaba
el porcentaje de curaciones (Brick et al., 2012; Haan, 2014; Machado et al.,
2015), aunque esto no siempre implica una mejora en los parametros

reproductivos (Machado et al., 2015).

Lavado uterino con solucion salina o similares: la utilidad de los lavados del
utero ha sido sobradamente demostrada en el caso de la yegua (Hurtgen,
2006; Liu & Troedsson, 2008), en la que se utiliza con frecuencia en el
tratamiento de las inflamaciones uterinas. Su efecto se debe a la eliminacién
del contenido inflamatorio del dtero (PMN no funcionales y otros productos de
la inflamacion) y a que favorece la aparicion de contracciones uterinas que
facilitan el vaciado del utero (Brinsko et al., 2011). Ademsds, la eliminacién de
los PMN no funcionales facilita el remplazo por PMN funcionales capaces de
seguir luchando contra la infeccidon (Brinsko et al., 1990). Por su parte, en
ganado vacuno se ha descrito su posible utilidad en el tratamiento de vacas
con sindrome de repeticion de celos, ya sea solo, o combinado con
prostaglandinas y/o antibidticos (Ahmadi & Dehghan, 2007; Reddy et al.,
2012), partiendo del supuesto de que uno de los principales problemas de
estas vacas son las endometritis cronicas (Ahmadi & Dehghan, 2007). En el
caso de ES en el postparto, el lavado uterino ha demostrado su eficacia en la
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reduccion del porcentaje de PMN 10 dias después, aunque no se comprobd si
se producian mejoras de las tasas de gestacion postratamiento (Dini et al.,

2015).

Antibidticos y Prostaglandinas juntos o por separado: ambos tratamientos
seran incluidos en el mismo apartado debido a que son los agentes
terapéuticos mas ampliamente utilizados y, en muchas ocasiones, se han
combinado. Prueba de esto son los trabajos de Haimerl et al. (2012) y de
Lefebvre & Stock (2012) en los que se revisan todos los estudios en los que se
utilizan prostaglandinas o antibidticos en el tratamiento de las endometritis en
las ultimas 4 décadas. El primero (Lefebvre & Stock, 2012) se centra en las
experiencias en que emplean como agente terapéutico a las prostaglandinas.
Tras analizar 68 trabajos (de los que tan solo 37 cumplian con los requisitos
suficientes para ser tenidos en cuenta) los autores observan que, Unicamente,
6 trabajos aprecian un efecto positivo, significativo, tras la administracion de
prostaglandinas en vacas con EC. El segundo estudio (Haimerl et al., 2012)
revisaba experiencias en las que se utilizaban tanto prostaglandinas como
aquellas en que se empleaban antibidticos. En este caso, de 294 articulos
iniciales, solo 9 cumplian con los requisitos y la conclusion final es que no
encontraban evidencias de que el uso de prostaglandinas en las endometritis
postparto pudiera ser beneficioso. Por su parte, el Unico antibidtico que

parecia ser efectivo es la Cefapirina.

Al contrario que en las EC, existen pocos trabajos sobre el empleo de estos
tratamientos en ES, en parte, por ser mas reciente la descripcién de este
proceso. Estos estudios son dificiles de comparar debido a las enormes
diferencias existentes entre ellos. Por un lado emplean diferentes puntos de
corte, ademads de emplear diferentes protocolos de inseminacién e involucrar

a animales en diferentes momentos del postparto. Teniendo esto en cuenta,
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de los 5 trabajos existentes, en tres se prueban las cefalosporinas
(Kasimanickam et al., 2005; Galvao et al., 2009b; Denis-Robichaud & Dubuc,
2015) y en otros tres las prostaglandinas (Kasimanickam et al., 2005; Galvao et
al., 2009a; Lima et al.,, 2013). Asi, las cefalosporinas mostraban un efecto
positivo sobre la fertilidad en la primera inseminacion artificial postparto en
dos de ellos (Kasimanickam et al., 2005; Denis-Robichaud y Dubuc, 2015)
mientras que no se apreciaba ningun efecto sobre la reproduccion en el otro
(Galvao et al., 2009b). Por su parte, en el caso de las prostaglandinas ocurria
algo similar, no parecia afectar a la eficacia reproductiva en uno de los
estudios (Lima et al., 2013), mientras que se describian mejoras de los
parametros reproductivos en los otros dos (Kasimanickam et al., 2005; Galvao

et al., 2009a).

Por otra parte, es necesario tener en cuenta que la magnitud del efecto
positivo observado en algunos de estos trabajos dependia de otros factores
como: la actividad ovarica postparto (siendo mucho menor el efecto en vacas
en anestro) (Denis-Robichaud & Dubuc, 2015) o de la condicién corporal
(siendo mayor el efecto en vacas con una condiciéon corporal baja en el
postparto) (Galvao et al.,, 2009a). En definitiva, dado el escaso numero de
trabajos, la gran variedad de protocolos utilizados y la diversidad de
resultados, no se puede concluir que estos tratamientos sean realmente

efectivos en las ES.

Antiinflamatorios no esteroideos (AINES): dado los resultados poco
concluyentes obtenidos con otros tratamientos, en las ultimas décadas se ha
abierto una nueva via de investigacion que contempla el empleo de los AINES.
Ya que, en muchos casos de ES no existe contenido en el utero, ni cultivo
uterino positivo, los antibidticos y prostaglandinas podrian no mostrar efectos
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positivos, como se ha visto en el apartado anterior. Sin embargo, dado que
existe un cuadro inflamatorio que muy probablemente sea el responsable de
los efectos negativos de las ES (Baranski et al., 2012), el empleo de los AINES
podria estar plenamente justificado. Debe recordarse que estos agentes son el
tratamiento mas utilizado en las inflamaciones (Paksoy & Das, 2013). Debido a
ello los AINES se emplean desde hace tiempo en la transferencia de embriones
para evitar los problemas derivados de la manipulacién del Utero durante la
transferencia a la receptora (Elli et al., 2001; Schrick et al., 2001). También en
la yegua para evitar la bajada de fertilidad posterior a las inflamaciones
uterinas (Rojer & Aurich, 2010). Esto hace pensar que estas sustancias podrian
jugar un papel beneficioso en el tratamiento de las ES (Priest, 2013; Priest et
al., 2013). En estos estudios se demostré que la administracion de AINES en el
postparto, en vacas con ES, mejoraba la fertilidad posterior. Sin embargo,
ninguna de las experiencias realizadas ha podido comprobar la reduccién de la
incidencia de la ES tras el tratamiento (Priest, 2013; Priest et al., 2013; Meier

et al., 2014.

Otros: es importante mencionar que se han probado otros tratamientos,
aunque sélo en EC, con muy pocas o ninguna réplica de los mismos y con
resultados variables, por lo que sus posibles aplicaciones en las ES son,
actualmente, dudosas. Estos tratamientos consisten en: la administracién de
bacterias lacticas (Deng et al., 2015); enzimas proteoliticas (Drillich et al.,

2005) o Lipopolisacarido de E. coli (Sing et al., 2000) en el interior del Utero

8.- PREVENCION

Dado que la ES se trata de una alteracién en la respuesta inflamatoria del

utero, la prevencion deberia de ir encaminada a evitar los procesos
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inflamatorios del uUtero, favorecer la rapida y completa resolucion de los

mismos y favorecer que se produzca una respuesta inflamatoria adecuada.

8.1.- Evitar los procesos inflamatorios del Gtero. Como ya se ha comentado, la
ruptura del equilibrio entre la entrada de microorganismos en el Utero y el
funcionamiento del Sl favorece la aparicion de estos procesos. Deben tratar
de evitarse, por lo tanto, dafos en el canal del parto mediante una adecuada
gestion de los cruzamientos y evitando las manipulacién innecesarias o
inexpertas del feto durante el parto, de esta forma se reducird
considerablemente la contaminacién bacteriana del Utero (Giuliodori et al.,
2013). En este mismo sentido, juega un papel importante las condiciones del
lugar en el que se produce el parto, ya que una paridera sucia o la ausencia de
la misma, predispone al acumulo de suciedad en la piel y el pelo de la vaca,
favoreciendo a su vez la contaminacion del utero (Sheldon et al., 2008; Azwai,

2008).

Asi mismo, también deberian ser controladas las alteraciones metabdlicas en
el postparto (cetosis, hipocalcemia, etc.) mediante una alimentacion adecuada
en el periodo de transicion, de esta forma, se favorecera un adecuado
funcionamiento del Sl (Grinberg et al., 2008; Martinez et al., 2012). Ademas
también se disminuira el balance energético negativo y se reducird la
movilizacién de acidos grasos, impidiendo que puedan activar el proceso

inflamatorio (Sordillo & Aitken, 2009)

8.2.- Favorecer la rapida y completa resolucién de los procesos inflamatorios
del utero. En caso de no poder evitarlos, el riesgo de evolucionar a una ES se

puede reducir mediante el tratamiento rapido y adecuado del proceso. En este
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sentido, la monitorizacion del postparto, periodo de maximo riesgo, seria de

gran ayuda en la prevencién (LeBlanc, 2010a).

8.3.- Favorecer una respuesta inflamatoria adecuada. Al ser este apartado mas
especifico del problema que nos ocupa, nos detendremos un poco mas para
explicar las diferentes estrategias basadas en los epigrafes comentados en el

capitulo de etiologia.

8.3.1.- Estrés oxidativo: como ya ha sido comentado, los ROS pueden provocar
una respuesta inflamatoria exacerbada y prolongada en el tiempo. Para evitar
este problema, provocado por el desequilibrio entre agentes oxidantes vy
antioxidantes, podria resultar util la administracion de antioxidantes exdgenos
(Sordillo et al., 2009). De hecho, existen numerosos estudios que indican como
la suplementaciéon de vitamina E, A, C, B-caroteno o Se tienen un efecto
positivo sobre el proceso inflamatorio (Sordillo et al.,, 2009) y mas
concretamente sobre la prevencion de la aparicién de mamitis y metritis en
vacas de leche (Spears & Weiss, 2008; Bouwstra et al., 2009; Sordillo et al.,
2009). De todas formas, parece importante aportar estas sustancias en su justa
medida, ya que existen evidencias de que la excesiva suplementacion con

antioxidantes podria incrementar la formacién de ROS (Rizzo et al., 2013).

Hay que tener en cuenta que existen muchos antioxidantes que el animal
obtiene a través del alimento (Vitamina A, C, E, etc., u oligoelementos como el
Se), mientras que otros son sintetizados por el propio organismo. Su
suplementacion puede realizarse afiadiéndolos al alimento o por via

parenteral, siendo la primera la mas utilizada (Abuelo et al., 2015).

8.3.2.- Tipo de acidos grasos presentes en la dieta. Existe la suposicién de que
dependiendo de los acidos grasos que se incluyan en la dieta de las vacas

podria inclinarse la balanza de la produccién de eicosanoides hacia un lado
34



Introduccion general

(pro-inflamatorios) u otro (anti-inflamatorios) segin convenga, consiguiendo
un efecto sobre el proceso inflamatorio. En humanos, se ha podido comprobar
como las dietas ricas en acidos grasos omega-3 son utiles en el tratamiento y
prevencion de determinados procesos de origen inflamatorio (enfermedad
inflamatoria intestinal, artritis reumatoide, etc.) gracias a su efecto modulador
de la respuesta inmune, disminuyendo la inflamacidon y los dafios producidos
por ésta (Valenzuela et al., 2011). Por su parte, en ganado vacuno, Silvestre et
al. (2011a y b), demostraron cémo una dieta rica en acidos grasos omega-3
administrada entre los 35 y 165 dias postparto, favoreceria un efecto
antiinflamatorio. Ademas éste podria ser el responsable de la disminucién en
las tasas de mortalidad embrionaria que observaron en su estudio. Por otra
parte, la suplementacidn con acidos grasos omega-6 en diferentes momentos
del periodo de transicion, arroja resultados contradictorios. Mientras que en
algunos estudios la incidencia de endometritis en el postparto no se modifico
(Colazo et al., 2009; Salehi et al., 2016) en otros se redujo significativamente su

incidencia (Dirandeh et al., 2013).

En definitiva, a la vista de los numerosos trabajos y de los variados resultados
(probablemente por el uso de diferentes fuentes de acidos grasos y diferentes
periodos de suplementacidn) se puede decir que, a falta de mds estudios sobre
el tema, remplazar parte de los acidos grasos omega-6 de la dieta por omega-3
podria tener un efecto beneficioso sobre las caracteristicas productivas y

reproductivas de las vacas de leche.
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo ha sido ampliar el conocimiento en algunos
aspectos relativos a las endometritis subclinicas que actualmente aun son
objeto de controversia: su impacto en las explotaciones de vacuno lechero y su

diagndstico. Para lo cual, se han planteado los siguientes objetivos concretos:

- Determinar la prevalencia de ES en el postparto de vacuno lechero.

- Determinar el impacto de las ES sobre la fertilidad en la primera
inseminacién postparto.

- Implementar un método sencillo para la evaluacion de las citologias
endometriales.

- Evaluar la concordancia entre diferentes métodos de diagnostico de
ES.

- Evaluar la concordancia entre los resultados obtenidos en ambos
cuernos uterinos utilizando diferentes métodos de diagndstico de ES.

- Determinar la presencia y tipo de microorganismos aislados de Uteros

con ES
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CAPITULO 1

Influencia de las endometritis subclinicas en el rendimiento reproductivo de

vacas lecheras



Endometritis subclinicas

Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar la influencia de las endometritis
subclinicas (ES) en el rendimiento reproductivo de vacas de aptitud lactea.
Para ello se examinaron 94 vacas de aptitud lactea de entre 1 y 8 partos,
distribuidas en 25 rebafos. Los animales fueron explorados una vez entre los
30 y 45 dias en leche empleando la palpacién rectal, el vaginoscopio y la
ecografia. Se tomd una muestra citoldgica del endometrio sélo en aquellas

vacas con una aparente salud uterina (n=65).

Ademads, se tomé una muestra sanguinea donde se analizaron los valores de
glucosa, colesterol total, triglicéridos, acidos grasos no esterificados, PB-
hidroxibutirato, proteinas totales, albumina, urea y de las enzimas hepaticas
(ASAT y ALAT). A lo largo de los siguientes 11 meses se registraron los indices
reproductivos de los animales. Se considerd a la citologia endometrial como
indicadora de ES cuando el porcentaje de polimorfonucleares neutréfilos era
superior al 5% de todas las células presentes en el frotis (excepto los

eritrocitos).

Los resultados indicaron que el 14,9% de las vacas muestreadas con la citologia
uterina tenian ES, y que las vacas sanas quedaban prefiadas significativamente
antes que las que presentaban ES (hazard ratio=2,35; intervalo de confianza
95%: 1,05-5,3). De todas las variables metabdlicas y productivas analizadas,
solo los triglicéridos afectaron negativamente a la reproduccion; mientras que,
la concentracion de albumina sérica, la puntuacién de la condicién corporal y
la produccion lactea tuvieron un efecto positivo en el rendimiento

reproductivo.
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En conclusion, nuestros resultados indican que las ES tienen un impacto
negativo en el rendimiento reproductivo y es necesario emplear la citologia
uterina para diagnosticarla ya que casi un 15% de los animales afectados no

fueron detectados por ninguno de los otros métodos de diagndstico.

Palabras clave: endometritis subclinica, vaca de leche, ecografia, citologia

endometrial.

Introduccion

El periodo de postparto es considerado como el mas importante en la vida
reproductiva de la vaca debido a su influencia sobre su futura fertilidad
(Oltenacu et al., 1983). Se considera normal la contaminacién uterina que
tiene lugar en el parto, o en los dias posteriores, donde el 80-100% de los
animales tienen bacterias en el interior de la luz del utero en las primeras dos
semanas de postparto (Sheldon et al., 2006). El desarrollo de una enfermedad
clinica se debe a que se produce un desequilibrio entre la inmunidad del

hospedador y la patogenicidad de las bacterias (Grohn & Rajala-Schultz, 2000).

Es importante sefialar que el mecanismo primario de defensa del Utero bovino
es la fagocitosis de los organismos contaminantes por parte de los neutréfilos.
Por lo tanto, la presencia de neutréfilos en el interior de la luz uterina es un
excelente indicador de la existencia de un proceso inflamatorio activo (Wade
& Lewis, 1996). Esto es especialmente importante en las ES, ya que en éstas el
examen fisico del tracto reproductivo puede no revelar evidencias de la
inflamacién (Mateus et al., 2002). Las ES se caracterizan por la inflamacién del
endometrio que se traduce en un deterioro del rendimiento reproductivo sin

apreciar signos de endometritis clinica (Sheldon et al., 2006).
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Entre las herramientas diagndsticas mas comunmente utilizadas, la palpacién
rectal es probablemente la que mas frecuentemente se emplea, a nivel de
granja, en el diagnodstico de las infecciones uterinas, pero también podria ser el
método que presenta una menor sensibilidad y especificidad (Gilbert &
Schwark, 1992). Por su parte, el examen mediante un vaginoscopio es un
procedimiento sencillo que permite la evaluacién de las caracteristicas de los
fluidos existentes en la parte anterior de la vagina y en el orificio cervical
externo (Bretzlaff, 1987). Por su parte, la ecografia transrectal (US) también ha
sido empleada para detectar el acimulo de liquido intrauterino (Kasimanickam
et al., 2004; 2005) o el diametro cervical (LeBlanc et al., 2002) y, a pesar de
gue ofrece la ventaja de poder realizar un diagndstico inmediato, su utilidad

en las ES parece ser limitado.

Finalmente, el examen citoldgico mediante cytobrush se ha demostrado como
el procedimiento mas preciso para el diagnostico de las endometritis (Barlund
et al.,, 2008), que podria ayudar a solucionar el impacto negativo que esta
afeccion pudiese tener sobre el rendimiento reproductivo en vacas lecheras.
Sin embargo, la citologia no se emplea frecuentemente en la practica diaria
debido a que sus resultados no son inmediatos y que se necesita de mas

tiempo que con otros métodos para realizar el diagnéstico.

Por otra parte, debe recordarse que la produccién de leche en la vaca aumenta
a un ritmo mas rapido que la ingesta de energia durante las primeras 4 a 6
semanas tras el parto, por lo que aquellas vacas de elevada produccion
experimentaran algun grado de balance energético negativo (BEN) y un
balance negativo de otros nutrientes durante las primeras etapas del
postparto. El BEN ha sido relacionado con el aumento de las concentraciones

séricas de triglicéridos (TAG) y de B-hidroxibutirato (BHB), y el descenso de las
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de glucosa y colesterol en las vacas en el periparto (Lean et al., 1992). Pero
ademas, elevados niveles hepaticos de TAG se han asociado con un mayor
intervalo parto a la primera ovulacidon y con una menor fertilidad (Butler &
Smith, 1989). En la actualidad es un hecho constatado que tanto las
concentraciones de progesterona (Vila-Godoy et al, 1988), como el
comportamiento estral (Spicer et al., 1990) y los dias hasta la primera

ovulacion se ven afectados por el grado del BEN en el comienzo de la lactacion.

Por lo tanto, el objetivo del presente experimento ha sido determinar la
prevalencia de las ES, diagnosticadas mediante el empleo de la citologia
uterina, en un grupo de vacas que previamente habian sido diagnosticadas
como sanas empleando la exploracién rectal, vaginoscopia o ultrasonidos, y su
posible impacto sobre la fertilidad postparto. En el analisis se han tenido en
cuenta potenciales factores de confusion en el analisis del rendimiento

reproductivo como son los desérdenes metabdlicos o el nivel de produccién.

Material y métodos

Para este estudio, se emplearon vacas de raza Holstein (de 1-8 partos)
procedentes de 25 granjas localizadas en el noroeste de Espafia. El tamano
medio de las explotaciones fue de 35 animales, oscilando desde los 15 a los 90.
La produccion media anual de leche (a 305 dias) fue de 8.610Kg. En 15 de las
granjas los animales se encontraban en estabulacion trabada, mientras que en
las otras 10 se manejaban en estabulacion libre con cubiculos. En todas ellas se
empleaba un carro mezclador para la preparacion de las raciones. Los rebafios
estaban controlados mediante programas de reproduccién con una

periodicidad de exploracion mensual o bimensual.
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Todos los animales que parieron entre octubre de 2008 y febrero de 2009
fueron evaluados para conocer su estado reproductivo entre 30-45 dias en
leche (DIM) v, si los animales se encontraban en fase luteinica del ciclo estral o
en anestro, eran incluidos en el estudio y se tomaba una muestra de sangre.
Las vacas que se encontraban en celo no se emplearon en el estudio.
Finalmente se seleccionaron 94 vacas que fueron examinadas por exploracién
rectal, vaginoscopia y US. Las vacas que presentaban cualquier signo de
endometritis (descargas anormales de fluido uterino, fluido anormal en el
interior del Utero o un aumento de tamafio anormal del Utero) diagnosticado
por cualquiera de los tres métodos, fueron consideradas como que

presentaban endometritis clinica y por lo tanto excluidas del estudio (n=29).

Las vacas sin signos detectables de endometritis fueron muestreadas con una
citologia endometrial (n=65). Sefialar que las vacas que se encontraban en su
primer mes de postparto no fueron empleadas ya que la involucidn uterina
podria no haber finalizado aun (Gautam et al., 2009) y, por lo tanto, el hallazgo
de un elevado porcentaje de polimorfonucleares neutrofilos en la citologia

uterina podria ser normal.

La citologia uterina fue obtenida empleando un cytobrush (Quicklock 2000,
Minitube Iberica, Barcelona, Espafia) enroscado al émbolo de un catéter de
inseminacioén artificial (modificado de Kasimanickam et al., 2004). El cytobrush
se rotaba sobre un portaobjetos limpio, dejandose secar al aire. Las muestras
fueron tefiidas con Diff Quick (Quick Panoptic®, Tarragona, Espafia). Todas las
preparaciones fueron examinadas por la misma persona empleando un
microscopio optico (CHT, Olympus, Barcelona) a 400 aumentos. Se contaron
un minimo de 150 células (excluyendo a los eritrocitos) en cada preparacion

para obtener una evaluacion cuantitativa de la inflamacion endometrial. Las
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muestras con 25% de neutroéfilos se incluyeron en la categoria de ES positiva
(Gilbert et al., 2005). Los resultados no fueron comunicados a los ganaderos
para prevenir las acciones individuales en las vacas positivas y sodlo los

investigadores dispusieron de esa informacion.

Tras el examen genital, se tomé una muestra sanguinea mediante la puncién
de la vena cocigea. Las muestras de suero fueron centrifugadas y almacenadas
a -202C hasta su posterior analisis. Los analisis fueron realizados mediante un
fotometro digital (Selecta MD200, Barcelona) a excepcidon de las proteinas
totales que se analizaron empleando un refractémetro portatil (SELECTA,
Barcelona). Las concentraciones de glucosa, colesterol total, TAG y de
albumina fueron determinados por un método colorimétrico de punto final
empleando reactivos Biosystems® (Biosystems, Barcelona); las enzimas
hepaticas (Alanin Transaminasa [ALAT], Aspartato Aminotransferasa [ALAT])
fueron analizadas mediante el método IFCC (Federacion Internacional de
Quimica Clinica) (Tietz, 1991) empleando los reactivos Biosystems®; la urea fue
analizada con un método colorimétrico enzimatico empleando los reactivos
Spinreact® (Spinreact, Sant Esteve de Bas, Espafia) y los acidos grasos no
esterificados (NEFA) y el BHB fueron analizados con kits enzimatico cinéticos

(Randox Laboratorios, Antrim, UK).

Al mismo tiempo se registraron los datos especificos de cada animal
(puntuacion de la condicion corporal [BCS], nimero de parto, fecha de parto) y
las alteraciones periparto (asistencia al parto, retencion de membranas fetales,
abortos, hipocalcemia, cetosis, mamitis, etc.). Comenzando en el momento del
examen reproductivo, se recogieron los datos de inseminaciones, diagndsticos
de gestacion y la produccién lechera a partir del software de manejo
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reproductivo del rebafo, durante los 11 meses siguientes a la toma de

muestras.

Se empled un andlisis de Kaplan-Meier para comparar los intervalos entre el
parto y la concepcidn y entre el parto y la primera inseminacion y el nimero
de servicios por concepcion (S/C), en animales con ES o sin ella. Ademads, se
empled el anadlisis de supervivencia para examinar el numero de S/C

considerando cada servicio como un “periodo de tiempo” (Gilbert et al., 2005).

El nimero de partos, la produccién a 305 dias, la condicidn corporal, el perfil
bioquimico (glucosa, NEFA, BHB, colesterol total, TAG, proteinas totales,
albumina, urea, ASAT, ALAT) y los resultados de las citologias se incluyeron en
un modelo de regresion de Cox para los intervalos parto concepcién, parto
primera inseminacién y para S/C. En todas las variables independientes se
confirmd que cumpliesen la asuncién de riesgo proporcional. Los modelos
fueron construidos empleando una eliminacién escalonada inversa empleando
el test estadistico likelihood-ratio, con umbral de valores de p<0,1 para su

inclusion y de >0,15 para su exclusion

Resultados

Las medias estimadas en el andlisis de Kaplan-Meier para los intervalos parto
concepcion, parto primera inseminaciéon y S/C se muestran en la tabla 3. Las
vacas con citologias endometriales negativas quedaban prefiadas antes

(HR=2,35; 95% Cl: 1,05-5,29) que las que presentaban ES (Figura 1).

Sélo los TAG y la albumina tuvieron efectos significativos en el intervalo entre
el parto y la concepcion de acuerdo con el modelo de Cox. Los altos niveles de
albimina o bajas concentraciones de TAG estaban asociadas con un intervalo

entre el parto y la concepcion mas corto (tabla 4). Ademas, el aumento de la
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produccion de leche estuvo asociado con un intervalo entre el parto y la
concepcidon mas corto. Ninguna otra variable metabdlica tuvo relacién con el

intervalo entre el parto y la concepcion.

n Parto Parto primera Inseminaciones por
concepcion inseminacion gestacion
ES 14 154 77 3
(82.50-225.50) (64.17-89.83) (1.90-4.11)
119 68 2
NoEndom. 51 o014 14986) (61.91-74.10) (1.10-2.90)
P 65 0.09 0.11 0.19

Tabla 3. Resultados del andlisis de Kaplan-Meier para los intervalos entre el parto y la
concepcion y primera inseminacion y las inseminaciones/gestacion (mediana (intervalo
de confianza)).

El intervalo entre el parto y la primera inseminacién y el nimero de S/C no
presentaron diferencias significativas entre los animales sanos y los que
presentaban ES. Sélo los niveles de TAG mostraron un efecto significativo
sobre el nimero de S/C y el BCS tuvo un efecto sobre el intervalo entre el

parto y la primera inseminacion (tabla 4).

Variables dependientes Variables en ecuacion p HR 95% IC HR
Produccion*100 (305d) 0.05 0.98 0.96-1.00
Intervalo parto-concepcién TS (L LU, L7 LR
P P Albumina (g/L) 005 105 1.00-1.10
PMN < 5% 0.04 2.35 1.05-5.29
Intervalo parto-12 IA CC 0.008 2.62 1.29-5.34
Servicios/Concepcion TAG (mg/dL) 0.02 0.94 0.88-0.99

Tabla 4.- Factores que afectan a las caracteristicxas reproductivas obtenidos mediante
el andlisis de regression de (CC = Condicion corporal; IC = Intervalo de confianza; HR =
indice de riesgo; PMN = Polimorfonucleares neutrofilos; TAG =Trigliceridos).
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En este estudio, la prevalencia de ES (14,9%) encontrada entre los 30 y 45 DIM
fue mas bajo que el mencionado por otros autores [34%, Kasimanickam et al.
(2004); 53%, Gilbert et al. (2005)] y mas alto que los descritos por Lopdell et al.
en 2011 (7%). Estas discrepancias pudieran ser debidas a los diferentes
periodos de postparto elegidos para realizar el diagnéstico, a los diferentes
puntos de corte empleados para los PMN, o a los diferentes sistemas de
manejo de las granjas estudiadas. Una de las razones de la baja prevalencia de
ES encontrada en este estudio fue el criterio empleado en el diagndstico, asi
una vaca era considerada con ES cuando el proceso era diagnosticado
exclusivamente por citologia endometrial. Ademas, cualquier cantidad de
fluido ecogénico visto en el interior del Utero era considerado como un signo
positivo de padecer endometritis clinica (Barlund et al., 2008). Por lo tanto, es
posible que se hayan clasificado como endometritis clinicas algunos casos que
otros investigadores podrian haberlas considerado como subclinicas

(Kasimanickam et al., 2004).

Por otro lado, el punto de corte de los PMN empleado para establecer el limite
entre animales sanos y otros con ES fue significativamente mas bajo que el
propuesto por otros autores (Kasimanickam et al., 2004; Sheldon et al., 2008),
por lo tanto, es poco probable que este factor haya sido el responsable de la
menor prevalencia encontrada en nuestro experimento. Las diferencias
tampoco parecen poder ser atribuibles a la técnica citoldgica empleada, ya que
el cytobrush es mas sensible que el lavado uterino para la deteccion de las ES

(Kasimanickam et al., 2005).

Distintos estudios realizados en vacuno lechero muestran un aumento en los
dias abiertos y un descenso en la probabilidad de quedar prefiadas antes de

los 300d postparto en vacas con endometritis diagnosticadas por citologia
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después de los 40 o 50d postparto (Gilbert et al., 2005). De igual manera, los
resultados de nuestro experimento muestran un efecto de las ES en el
intervalo desde el parto a la concepcion: 80% de las vacas sanas quedaron
prefiadas dentro de los 200d de postparto, mientras que sélo el 60% de las

vacas con ES lo hicieron (figura 5).

Figura 5. Intervalo parto concepcion basado en la presencia o ausencia de endometritis
subclinica.

Debe mencionarse que el papel de los PMN en el proceso inflamatorio es la
rapida inactivacién y eliminacion de estructuras autélogas externas y
alteradas. Ademas, ejercen varias funciones reguladoras como la liberacion de
citokinas, el cebado, la activacién o inhibicion de células, o influir en Ia
expresion de las moléculas de superficie (Baggioline et al., 1993). Ciertas

citokinas podrian disminuir la liberacidon de la hormona luteinizante (McCann
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et al., 2000) lo que provocaria un retraso en el comienzo de la actividad
ovarica ciclica postparto y aumentaria el intervalo desde el parto a la primera
inseminacién. En el presente estudio, el intervalo parto a la primera
inseminacién no fue significativamente diferente en los dos grupos de
animales considerados (68d para las vacas sanas frente a 77d para las vacas
con ES). Aunque las dos variables (mayor intervalo parto primera inseminacion
y mayor numero de S/C) individualmente no mostraron efectos significativos,
ambas juntas contribuyeron al aumento significativo del intervalo parto

gestacion que fue encontrado en las vacas con ES.

No se puede olvidar que los problemas reproductivos pueden estar asociados
con desequilibrios en el estado metabdlico de los animales. Por lo tanto, con el
propdsito de aislar el efecto de las ES, se incluyeron varias variables
metabdlicas en el modelo de Cox para evaluar su posible influencia en la
reproduccion. La necesidad de analizar parametros metabdlicos se debid a que
varias granjas no tenian buenos registros en cuanto a la aparicion de
enfermedades metabdlicas, o no siempre eran diagnosticadas (como por
ejemplo las cetosis subclinicas). Solo TAG, albumina, BCS y la produccion

lechera tuvieron algun efecto significativo sobre la reproduccion.

Encontramos que los TAG afectaban negativamente al intervalo parto
concepcion, y el BCS afectaba negativamente al intervalo parto primera
inseminacién. Debe tenerse en cuenta que los TAG se acumulan en el higado
tras la movilizacion de la grasa corporal y son considerados un buen indicador
del BEN (Rukkwamsuk et al., 1999). Otros autores han relacionado altos
niveles de TAG en el higado (Butler & Smith, 1989) y el BEN (Beam & Butler,
1999) con un mayor intervalo entre el parto y la primera ovulacién, y con baja

fertilidad. Los niveles de BHB (Kessel et al., 2008), NEFA (Bronicki et al., 1996) y
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urea (Moreira da Silva et al., 1997) han sido asociados con parametros
reproductivos adversos, pero tales efectos no han sido vistos en este estudio.
Sin embargo, el pequefio nimero de vacas diagnosticadas con ES en este
estudio puede haber enmascarado la influencia de estas variables en la
reproduccion. Por otro lado, los pardmetros metabdlicos fueron analizados
durante el segundo mes de postparto, y quizas este no sea el mejor momento
para determinar su efecto sobre la reproduccién, ya que como se sabe el BEN
es mas severo durante los primeros 30d (Cavestany et al., 2005). Por el
contrario, la albumina tuvo un efecto positivo sobre la eficiencia reproductiva,
posiblemente ligada al correcto funcionamiento hepatico, ya que la albimina

es un buen indicador de la salud de este drgano (Lubojacka et al., 2005).

No se puede extraer una conclusion definitiva de este estudio ya que el
numero de vacas diagnosticadas con metritis subclinica entre los dias 30 y 45
de postparto fue bajo (14) y por lo tanto, el impacto real del estatus
metabdlico de las vacas en la reproduccion podria no ser determinado de
forma fiable. Sin embargo, se observd un efecto negativo de las ES en el
rendimiento reproductivo. La citologia endometrial podria ser empleada como
un método rapido y facil para el diagndstico de endometritis subclinicas y
deberia ser recomendado a los veterinarios practicos ya que una parte
importante de los animales que padecen endometritis subclinicas no pueden
ser diagnosticados por exploracidon rectal, ni empleando un vaginoscopio ni

por ecografia.
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Resumen

Uno de los principales inconvenientes del empleo de la citologia endometrial
en la vaca es el tiempo requerido para la toma de una muestra y su posterior
interpretacion. Se recomienda contar un gran numero de células y calcular el
porcentaje de Polimorfonucleares Neutrdfilos (PMN). Sin embargo, ya que
contar un gran numero de células es un método laborioso seria preferible,
para simplificar el andlisis, contar el nimero de PMN en un reducido nimero
de campos de microscopio. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar
si una prueba sencilla, basada en el calculo del nimero medio de PMN en 10
campos de observacién a 1000x, podria ser una técnica fiable para el

diagnéstico de las endometritis.

Para ello, se tomaron doscientas sesenta muestras endometriales en vacas de
raza Holstein en diferentes etapas del postparto empleando un cytobrush
adaptado para su uso en esta especie. Los frotis asi obtenidos fueron fijados al
aire y tefiidos con la técnica de Romanowsky. Para evaluar el método se
calculd el porcentaje de PMN existente en 150 células, asi como el nimero
medio de PMN existente en 10 campos a 1000x. Se construyeron curvas ROC
(del ingles Receiver operating characteristic) para evaluar el nuevo método,
utilizando el porcentaje de PMN como referencia y el nimero medio de PMN
como método a evaluar. Se observé que el drea bajo la curva es
(independientemente del punto de corte utilizado) superior a 0,99 y la
correspondencia entre ambos métodos era de 1,58 PMN/campo para el valor
de punto de corte de 15% y de 2,40 PMN/campo para el valor de punto de

corte de 20%.
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Estos resultados demuestran que este método sencillo podria ser empleado
para determinar el porcentaje de PMN en las citologias endometriales y para

el diagnéstico de las endometritis en la vaca.

Palabras clave: Endometritis subclinica, vaca de leche, polimorfo nucleares

neutrofilos, curvas ROC

Introduccion

La endometritis subclinica se define como una inflamacién del endometrio en
ausencia de enfermedad sistémica o sintomas locales, y se ha asociado con un
retraso de la involucién uterina (Kasimanickam et al., 2004). Se han descrito
varias causas que pueden ocasionar un incremento en la susceptibilidad del
Utero a padecer traumatismos e infecciones lo que podria provocar desde
ligeras endometritis hasta metritis toxicas (Kasimanickam et al., 2005). Por lo
tanto, existen numerosos factores de riesgo implicados en la aparicion de las
enfermedades uterinas en vacas lecheras entre los que se pueden incluir la
retencién de placenta, las distocias, los partos multiples, el nimero de parto,
el manejo, asi como factores medioambientales y genéticos (Coleman et al.,
1985). Tales situaciones tienen un efecto negativo en la eficiencia reproductiva
debido a que incrementan el numero de servicios por concepcion, el intervalo
entre el parto y la primera inseminacion artificial y el intervalo entre el parto y
la prefiez, reduciendo de este modo la tasa de concepcion (Fourichon et al.,

2000; Heuwieser et al., 2000; Leblanc et al., 2002).

A lo largo de las ultimas décadas se han descrito varios procedimientos para el
diagndstico de las endometritis subclinicas, pero sélo algunos pueden ser

aplicados para la recogida de células endometriales en la especie bovina. En
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estas técnicas, las células endometriales e inflamatorias pueden ser recogidas
empleando una torunda de algoddn protegida (Studer & Morrow, 1978),
mediante una biopsia uterina (Bourke et al.,, 1997), un lavado uterino
(Hammon et al., 2001) o con un cytobrush (Glenthoj et al., 1986). Es
importante resaltar que las técnicas citoldgicas basadas en el lavado uterino o
en el empleo del cytobrush resultan menos invasivas que la biopsia uterina

(Kasimanickam et al., 2005).

Por su parte, parece demostrado que el cytobrush es un procedimiento menos
perjudicial para el endometrio que el lavado uterino. Esto se debe a que los
fluidos empleados pueden provocar una irritacion endometrial (Brook, 1993).
Ademas, cuando se emplea el lavado la solucién salina que se introduce en el
Utero provoca que aumente el tiempo necesario para obtener la muestra.
También se han descrito hasta un 17% de fallos en el intento de recuperar el
fluido introducido y ademas esta técnica podria alterar la morfologia de las

células recogidas (Kasimanickam et al., 2005).

En la actualidad, las endometritis son uno de los temas mas controvertidos
entre los veterinarios clinicos del ganado vacuno debido, sobre todo, a la falta
una técnica diagnéstica de referencia (Kasimanickam et al., 2005). No se puede
olvidar que se han aislado multiples especies bacterianas en mas del 90% de
las vacas en las primeras etapas del postparto, sin embargo la prevalencia de

las endometritis disminuye con el tiempo (Elliot et al., 1968).

Otro de los aspectos a tener en cuenta son los mecanismos defensivos del
Utero. Asi, los neutroéfilos constituyen la primera barrera defensiva contra los
organismos patogenos invasores en el postparto, esto provoca que se
produzca un aumento de la poblacion de PMN dentro de la luz uterina (Butter
et al., 1993). En la ultima década se han realizado distintas propuestas sobre
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cual seria el porcentaje de neutréfilos que indicaria que la vaca padeceria una
ES. Hammond et al. (2006) consideraron como vacas con ES todas aquellas que
tuviesen un recuento de PMN superior al 25% en el dia 2813 de postparto,
mientras que otros investigadores establecian porcentajes mayores del 18% o
del 10% en muestras endometriales recogidas entre los dias 21 a 33 o del 34 al
47 de postparto, respectivamente (Kasimanickam et al., 2004; Sheldon et al.,
2006). Por otra parte, se ha postulado que mas de un 5% de PMN podria ser
un punto de corte adecuado para valorar la inflamaciéon en vacas cuando el
andlisis se realizase mediante lavado uterino entre los dias 40 a 60 de
postparto (Drillich et al., 2005; Gilbert et al., 2005). Finalmente, no se puede
olvidar que también se han observado diferencias cuando las muestras eran
evaluadas por distintos técnicos (Santos et al.,, 2009) por lo que seria

recomendable controlar las variaciones entre distintos técnicos.

Por lo tanto y aunque la citologia endometrial en las vacas no es una técnica
complicada, parece posible desarrollar un método mas sencillo que el utilizado
habitualmente. Por ello, el objetivo del presente estudio fue evaluar la
correlacidn existente entre dos métodos diferentes para calcular el nUmero de
células inflamatorias (PMN) presentes en la citologia endometrial, y se
propuso la hipotesis de que el nimero medio de PMN en 10 campos podria ser

un método eficiente para estimar el porcentaje total de PMN.

Material y Métodos

Para este estudio se obtuvieron muestras endometriales de 260 vacas adultas,
aparentemente sanas. Todos los animales fueron sometidos a un exhaustivo
examen que incluia la exploracién rectal, vaginoscopia y ecografia para

descartar a todos los animales que presentasen sintomas de endometritis
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clinica. Las muestras fueron tomadas de vacas en ordefio entre los dias 35 a 45

del postparto.

Las citologias endometriales fueron tomadas con un cytobrush adaptado sobre
una barra de acero, cubierto por una camisa sanitaria de plastico, que fue
introducido a través del cérvix hasta el cuerpo uterino. En ese momento, el
cepillo se rotaba sobre la pared uterina y posteriormente era retirado. Las
muestras fueron preparadas rodando el cepillo sobre un portaobjetos de
vidrio limpio y rotulado y posteriormente se dejé secar al aire. Los frotis fueron
tefiidos con una tincion Romanowski (Panoptico®, Panreac, Barcelona, Espafiia)

antes de su examen al microscopio.

La evaluacién fue realizada siguiendo dos procedimientos diferentes:

(A) Observacién e identificacion de un total de 150 células a 1000x vy
calculo del porcentaje de PMNs. Este método fue considerado como la
prueba de referencia.

(B) Determinacion de los PMNs presentes en 10 campos a 1000x y calculo
del nimero medio de PMN por campo. Este fue considerado el

procedimiento para su validacion.

Analisis estadistico

Inicialmente se realizé una correlacion de Pearson y a continuacidon se
utilizaron curvas ROC (receiver operating characteristics) para determinar las
equivalencias de diferentes puntos de corte (no se ha utilizado un punto de
corte concreto debido a que varia en funcidn del tiempo transcurrido desde el
parto). Las curvas ROC constituyen una herramienta fundamental y unificadora
en el proceso de evaluacién y uso de las pruebas diagndsticas cuyo resultado

pueda plantearse en términos de dicotomia (presencia o ausencia de
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enfermedad). Este analisis estadistico ha permitido calcular para los diferentes
puntos de corte, la equivalencia en el método probado y la especificidad y
sensibilidad del punto de corte en la prueba b. Ademas, el calculo del area bajo
la curva (ABC) ROC es una medida global de la exactitud de la prueba
diagndstica. Se define como la probabilidad de clasificar correctamente un par
de individuos sano y enfermo, seleccionados al azar de la poblacién, mediante
los resultados obtenidos al aplicarles la prueba diagndstica. Todos los analisis

fueron realizados con el programa estadistico SPSS 15.0.

Resultados y Discusion

La correlacién entre el método de referencia (porcentaje de PMNs) y el

procedimiento propuesto fue significativa (r=0,843; P<0,01).

Como se muestra en la tabla 5, la sensibilidad siempre fue la mayor posible y la
especificidad también fue elevada (mas del 0,95). Los resultados obtenidos
demuestran que todas las muestras positivas podrian ser diagnosticadas y sélo
una muy baja proporcion de muestras negativas quedarian sin detectar. El
método de referencia (A) necesité de un mayo periodo de tiempo para la
evaluacion del frotis, debido al elevado numero de células a contar. Sin
embargo, cuando se empled el procedimiento propuesto (B) fue necesario
mucho menos tiempo para contar las células. A pesar del tiempo necesario
para hacer el diagnéstico, el punto critico es el establecimiento de un
procedimiento que pueda ser realizado en las granjas. El procedimiento B
demostré que es una técnica rapida, facil y exacta para el diagndstico de las

endometritis subclinicas.
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Procedimiento A ABC Procedimiento B Sensibilidad Especificidad
30% 0.995 7.70 100% 98.4%
25% 0.993 2.40 100% 96.8%
20% 0.994 2.40 100% 97.2%
15% 0.997 1.58 100% 98.0%
10% 0.996 1.13 100% 97.5%
5% 0.992 0.52 100% 95.3%

Tabla 5.- Puntos de corte correspondientes a los dos métodos de recuento de PMN
obtenidos mediante el analisis de Curvas ROC (del ingles Receiver Operating
Characteristic). ABC (drea bajo la curva).

Otro intento de simplificar la evaluacion de la citologia endometrial consistio
en la evaluacion subjetiva de las ES, empleada por Santos et al. (2009) en
vacuno de aptitud carnica. En este trabajo se validaba la evaluacion subjetiva,
empleando el 5,5% de PMN como punto de corte, obteniendo una correlacion
de 0,83, una especificidad del 100%, una sensibilidad del 78% y un area bajo la
curva de 0,951. Los valores mencionados fueron mds bajos que los obtenidos
en el presente estudio. El tiempo requerido para la evaluacion subjetiva
empleada por Santos et al. (2009) y para el recuento de PMN en 10 campos
fue muy similar. El hecho de haber obtenido mejores resultados y de haber
necesitado un tiempo similar para su realizacidn, confirman la idoneidad del
método propuesto en este trabajo para el diagndstico de citologias
endometriales en la vaca. Ademas, la evaluacion subjetiva deberia ser valorada

con cada observador y el resultado podria ser sesgado.

En resumen, se puede concluir que el diagndstico de la endometritis (clinica o
subclinica) puede ser llevado a cabo determinando la media de PMN en 10

campos, obteniendo la misma eficiencia que mediante el calculo del
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porcentaje de PMN en 150 células. Es de destacar que el método aqui

propuesto es mas rapido y mas facil de llevar a cabo.
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Concordancia entre la citologia endometrial, la biopsia y la bacteriologia,

realizadas postmorten, en vacas lecheras eliminadas.
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Resumen

El objetivo de este estudio fue determinar: a) la concordancia entre la citologia
endometrial, la biopsia uterina y la presencia de fluido intrauterino
postmorten, en el tracto genital aparentemente sanos de vacas lecheras
eliminadas; b) la concordancia entre los resultados obtenidos en ambos
cuernos uterinos empleando diferentes métodos de diagndstico; y c) los
microorganismos aislados del Utero de vacas con endometritis citoldgica. Para
ello, en un matadero local se recogieron cien tractos genitales,
macroscopicamente normales, de vacas Holstein. Las muestras para el andlisis
citolégico, histopatoldgico y bacteriolégico fueron obtenidas de ambos
cuernos uterinos y la presencia de cualquier contenido intrauterino fue
determinado tras la apertura de los cuernos. El punto de corte empleado para
las citologias positivas fue 25% PMN. Los datos fueron analizados mediante

curvas ROC, el método de la kappa de Cohen y el test Chi’.

La presencia de infiltrado inflamatorio y su distribucion endometrial fue el
Unico pardmetro histolégico que tuvo una correlacion significativa con los
resultados de la citologia (ABC: 0,780 y 0,694, respectivamente). La
concordancia entre la histologia y la citologia fue moderada para la presencia
de infiltrado (kappa=0,55) y baja si se consideraba la distribucién del infiltrado
(kappa=0,33). Otros parametros histoldgicos (estado del epitelio endometrial,
glandulas endometriales o fibrosis), el contenido uterino o la bacteriologia no

estuvieron correlacionados con la citologia.

La presencia de contenido intrauterino estuvo correlacionado
significativamente (p=0,036) con los resultados de la biopsia. Se aprecid una
concordancia moderada entre los dos cuernos uterinos para la citologia
(kappa=0,65) y la biopsia (kappa=0,74). La bacteriologia no estuvo relacionada
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ni con la citologia ni con la biopsia, pero se aislaron diferentes bacterias de
aquellos uteros que presentaban citologias negativas o positivas. Se concluyd
gue la citologia endometrial, aunque menos sensible que la biopsia, es una
herramienta util en el diagndstico de las inflamaciones endometriales

subclinicas.

Palabras clave: vaca lechera, endometritis subclinica, citologia endometrial,

biopsia uterina, bacteriologia.

Introduccion

La eficiencia reproductiva del ganado vacuno lechero es de suma importancia
para la produccion de leche ya que afecta significativamente a la rentabilidad
de las explotaciones. Por ello, uno de los objetivo principales del manejo
reproductivo en las granjas lechera es conseguir que las vacas alcancen la
prefiez en un intervalo de tiempo 6ptimo tras el parto (Plazier et al., 1997;
Walsh et al., 2013). Sin embargo, a lo largo de las ultimas décadas se ha
detectado en muchos paises un progresivo y preocupante descenso de la
fertilidad de las vacas lecheras, estimandose un descenso en torno al 0,5-1%
por ano (Royal et al., 2000; Lopez-Gatius, 2003). El descenso en la fertilidad en
estos animales puede estar ocasionado por numerosos factores, tales como los
antecedentes genéticos, la alimentacién inadecuada, el manejo reproductivo
deficiente, la ausencia de bienestar o la existencia de enfermedades
reproductivas, y no completamente asociadas a un aumento en la produccion

lactea (Lucy, 2001).

Dentro de esas enfermedades reproductivas, no se puede olvidar que las

patologias uterinas postparto son las principales causas del escaso
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rendimiento reproductivo y de las pérdidas econdmicas (Sheldon et al., 2006),
ya que provocan infertilidad, aumento de las tasas de eliminacién, reduccidn
en la produccién lactea y un notable aumento de los costes de tratamiento
(Bartlett et al., 1986; Guard, 1994). En este sentido, varios estudios han
mostrado que las ES son una enfermedad comun en el postparto de vacas
lecheras y que estan altamente asociadas con pobres rendimientos
reproductivos (Kasimanickam et al., 2004; Barrio et al., 2005; Gilbert et al.,

2005).

Estas ES se definen como aquellas inflamaciones del endometrio en ausencia
de signos clinicos de endometritis (Sheldon et al., 2006) y se caracterizan por la
existencia de un infiltrado de PMN sin exhudado intrauterino (o con muy

pequeiia cantidad) (Foldi et al., 2006).

Tradicionalmente la citologia uterina es la herramienta que mas se ha utilizado
en el diagndstico de las ES (Kasimanickam et al., 2005) y, dentro de ésta, el
método que emplea el cytobrush se considera el mejor para recoger las
muestras endometriales ya que es sencillo, rapido, seguro y efectivo (Barlund
et al., 2008; Oral et al., 2009). Por su parte, para evaluar estas citologias
endometriales se realiza un recuento del niumero de PMN en 100 células
nucleadas (Melcher et al., 2014), o también se puede determinar el numero
medio de PMN observados en 10 campos de microscopio (Prieto et al., 2012).
Sin embargo, el problema principal continla siendo que existen serias
discrepancias en cuanto a cudl deberia ser el punto de corte de los PMN para
considerar el diagnodstico de la ES, dependiendo de los dias en leche (Melcher

et al., 2014).
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También existen otros métodos que son empleados en el diagndstico de las
endometritis clinicas en la vaca y que podrian ser validos para el diagndstico

de las ES, como son:

a) la ecografia, mediante el examen de la presencia de fluido en la luz uterina,
evaluando el didmetro del cérvix y de los cuernos (Kasimanickan et al., 2004;
Meira et al., 2012), asi como la ecotextura de la pared uterina (Kiglkaslan et

al., 2014)

b) la biopsia uterina, mediante la evaluacidon del endometrio (Meira et al.,

2012; Madoz et al., 2014)

c) la bacteriologia, a través del aislamiento e identificacion de los
microorganismos presentes en el Utero (Lazzari et al.,, 2011; Madoz et al.,

2014).

Aunque la citologia endometrial se considera, desde un punto de vista
practico, la mejor herramienta diagndstica para la ES, su eficacia para detectar
lesiones inflamatorias aln no se ha establecido. Ademas, la concordancia de
esta técnica con otros métodos diagndsticos ha sido muy poco estudiada y sus
resultados han sido, por ahora, poco prometedores (Kasimanickan et al., 2004;

Meira et al., 2012; Madoz et al., 2014).

Por otro lado, también deberia prestarse atencion a que las muestras uterinas
recogidas para realizar una citologia o una biopsia en animales vivos
normalmente son tomadas de un Unico cuerno, por lo que es importante
conocer si esta muestra seria suficientemente representativa del estado de

todo el endometrio.

105



Endometritis subclinicas

Finalmente sefalar que tampoco existen demasiadas experiencias sobre
relacion existente entre la presencia de una inflamacion endometrial y la

existencia de una infeccion virica o bacteriana.

Por lo tanto, los objetivos de este estudio han sido determinar: a) la
concordancia existente entre citologia endometrial, biopsia uterina y la
presencia y tipo de contenido uterino en Uteros macroscopicamente normales;
b) la concordancia entre los resultados obtenidos de los dos cuernos uterinos
empleando los diferentes métodos de diagndstico; y c) la presencia y tipo de

microorganismos aislados del Utero con o sin endometritis citoldgica.

Material y métodos

Recoleccidon postmorten de tractos reproductivos

Entre febrero y mayo del aifio 2014, se recogieron 395 aparatos genitales de
vacas lecheras en un matadero de la provincia de Lugo (Novafrigsa, Lugo,
Espafia). Para tratar de evitar la posible contaminacién accidental del
endometrio, antes de la separacion del Utero de las visceras abdominales y
pélvicas, se cerré la parte final de la porcién craneal de cada cuerno uterino,

asi como el cérvix, mediante un lazo de nylon.

El tracto genital extraido fue examinado visualmente y por palpacién. Se
descartaron del estudio todos los aparatos genitales de animales gestantes,
ademas de los que presentaban lesiones macroscopicas en los ovarios,
oviductos, en el Utero y/o en la vagina y todos aquellos que presentaban fluido
intrauterino palpable o descargas vaginales. También fueron excluidos los
tractos reproductivos con signos de involucién uterina posparto incompleta
(cuernos asimétricos, estrias en la pared uterina, carunculas palpables, etc).

Tras el examen inicial, se seleccionaron para el estudio 100 aparatos genitales
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aparentemente normales y fueron transportados al Ilaboratorio de

Reproduccion y Obstetricia de la Facultad de Veterinaria de Lugo.

Los datos del rendimiento reproductivo de las vacas o el motivo de la
eliminacion eran desconocidos, pero se consideraron irrelevantes para este
estudio, ya que el objetivo era evaluar la concordancia entre métodos de
diagndstico independientemente de las potenciales causas o consecuencias de

la ES.

Recogida de las muestras

Previo a la toma de muestras, se registraron todas las estructuras presentes en
los ovarios (cuerpos Iuteos y foliculos) de cada aparato genital. Las muestras
para el examen microbioldgico se tomaron del tercio mas craneal del cuerno
uterino, mientras que las recogidas para el examen histoldgico procedian del
tercio medio de cada cuerno. Finalmente la citologia endometrial se llevd a
cabo con tejidos procedentes del tercio mas caudal de cada cuerno. En
resumen, se emplearon tres diferentes regiones para evitar los potenciales

artefactos inducidos por la propia toma de muestras.

Muestras microbioldgicas

Previa a la toma de muestras y para prevenir la contaminacion externa del
endometrio, se esterilizé la superficie externa de la pared uterina con una
espatula calentada con una llama en la parte craneal de cada cuerno uterino.
En el area esterilizada, se realizd una incision en la pared uterina empleando
un escalpelo quirudrgico, se introdujo un hisopo estéril y se rodd contra la
superficie endometrial. Los hisopos fueron colocados en tubos de plastico sin
medio de transporte (Eurotubo, Deltalab SL, Barcelona, Espafa) e
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inmediatamente conducidos al laboratorio de enfermedades infecciosas de la

Facultad de Veterinaria de Lugo.

Las muestras fueron cultivadas mediante métodos rutinarios de test
bacteriolégicos para determinar la presencia de bacterias aerdbicas y
anaerdbicas (Carter & Cole, 1990; Koneman, 2006). Las bacterias fueron
identificadas basandose en las caracteristicas de las colonias, la tincion Gram,

la capacidad hemolitica y el perfil bioquimico.

Para la identificacién de virus, los hisopos fueron introducidos en 1mL de PBS.
El ADN/ARN fue extraido de la mezcla empleando un kit de extraccion
comercial siguiendo las instrucciones del fabricante: Nucleospin ARN
(Macherey-Nagel, Alemania) y Nucleospin Tejido (Macherey-Nagel, Alemania).
Los extractos de ADN fueron evaluados por PCR en tiempo real para detectar
BoHV-4, BoHV-1 empleando los correspondientes kits de PCR comerciales:
TagVet Bovine Herpesvirus 4 (Life technologies, USA), Tag Vet IBR (Life
technologies, USA): de la misma manera, los ARN extraidos fueron empleados
para el test de presencia de ARN de BVDV empleando el Tag Vet BVDV

Screening (Life technologies, USA).

Muestras para la evaluacion histoldgica (imagenes 3 a 13)

De la parte central de cada cuerno uterino, se tomd una rodaja con unas
tijeras y de ella una porcidon de pared uterina de aproximadamente 2x2 mm.
fue fijada en una solucidn tamponada de formaldehido al 10% y conducida al
laboratorio de Histopatologia de la Facultad de Veterinaria. Las muestras
histolégicas fueron procesadas mediante métodos rutinarios (Lee & Luna,
1968). A la mayor brevedad posible, los tejidos fijados en formalina fueron
deshidratados mediante inmersién en soluciones crecientes de etanol,

incluidos en parafina, seccionadas en ldminas con un espesor de 5-6 um, y
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tefiidas con hematoxilina-eosina, tincién de Mallory y acido peryddico de Schiff

(PAS). Todas las muestras fueron evaluadas por duplicado por el mismo

patdlogo experto, a 400x aumentos, siguiendo el criterio de la Tabla 6:

Parametro histolégico

Valores

Epitelio endometrial

Infiltrado endometrial

Distribucion infiltrado
endometrial

Morfologia glandulas
endometriales

Fibrosis endometrial

Distribucion fibrosis

3

0
1
2
0
1
2
3
0
1
2
3:
0
1
2
3
0
1
2
3
0
1
2

: Normal.

: Estructura normal pero con mas de 5 células inflamatorias.
: Presencia de membrana pidgena.

: Ausencia (<3 PMN por campo microscépico a 400 x).
: Baja (3-6 PMN por campo).

: Moderada (7-10 PMN por campo).

: Severa (>10 PMN por campo).

: Ausente.

: Periglandular (infiltrado en estrato esponjoso)

: Difuso (infiltrado en estrato compacto).
Periglandular y difuso.

: Normales.

: Dilatadas (>25% con luz superior a 2 veces altura epitelio).
: Quisticas (>25% con dilatacidn y epitelio hipoplasico).
: Dilatadas y quisticas.

: Ausente.

: 1 0 2 capas concéntricas de fibroblastos.

: 3-5 capas concéntricas de fibroblastos

: >6 capas concéntricas de fibroblastos

: Ausente.

: Periglandular.

: Difusa.

: Periglandular y difusa.

Tabla 6.- Clasificacion de las lesiones histoldgicas.

Fluido intrauterino

El fluido intrauterino, de existir, fue identificado y evaluado en el momento de

eliminar la rodaja de cuerno uterino. Las caracteristicas de cualquier fluido

existente fueron clasificadas en las siguientes categorias:

e 0=sin fluido

¢ 1= mucoso (moco transparente y cristalino)

e 2=anormal (mucopurulento, purulento o muco-sanguinolento)
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Muestras para la citologia endometrial (imagenes 1y 2)

Se introdujo un cytobrush en la porcién mas caudal del cuerno uterino, se
procedid a rotar el cepillo sobre la superficie endometrial y, posteriormente,
sobre un portaobjetos. Los frotis se tifieron con la tincidon Diff Quick® y se
evaluaron con un microscopio a 400x aumentos, donde se contaron 250
células nucleadas para determinar el porcentaje de PMN. El punto de corte
para considerar positiva la citologia se establecio en >5%PMN. Todas las

muestras fueron valoradas por duplicado y por la misma persona.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé empleando el programa informatico SPSS 22.0
(IBM SPSS, Armonk, NY, USA). En primer lugar, los resultados de bacteriologia
(cultivos positivos o negativos), los hallazgos histolégicos (estado del epitelio,
presencia y distribucidn del infiltrado, morfologia de las glandulas, presencia y
distribucidon de fibrosis), la presencia y el tipo de fluido intrauterino y la
citologia endometrial (positiva o negativa) se compararon mediante andlisis de
curvas ROC, empleando la citologia endometrial como técnica de referencia
(punto de corte: 25% PMN). Las variables que mediante el analisis con las
curvas ROC indicaban una relacién significativa con la citologia se utilizaron a
posteriori para una nueva comparacion usando la Kappa de Cohen. El punto de
corte utilizado en cada variable para este segundo analisis fue el que mostrd

una mayor sensibilidad y especificidad.

En segundo lugar, los resultados obtenidos de los cuernos uterinos derechos e
izquierdos se compararon utilizando la Kappa de Cohen y/o el analisis de Chi“.
Finalmente, la relacion entre los hallazgos citoldgicos, histoldgicos y

Y . .2
bacterioldgicos fueron evaluados mediante una Chi“.
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Resultados

De los 100 tractos genitales empleados en este estudio, 73 se encontraban en
fase luteinica y 27 en fase folicular. La fase del ciclo estral no tuvo ninguna
influencia significativa ni en la citologia endometrial, ni en los resultados
microbioldgicos, ni en la aparicién de contenido intrauterino. La existencia de
un infiltrado inflamatorio endometrial diagnosticado por histologia (muestras
de biopsia positivas, se especifica a continuacién), fue el Unico parametro en el
gue influyd la fase del ciclo estral (P<0,001), con 16,4% y 39,9% de biopsias

positivas en la fase luteinica y folicular, respectivamente.

La presencia de infiltrado inflamatorio y la distribucion del mismo en el
endometrio fue el Unico parametro histopatoldgico relacionado
significativamente con los resultados de la citologia endometrial. El estado del
epitelio endometrial, la morfologia de las glandulas endometriales o la
existencia de fibrosis, asi como la presencia de fluido intrauterino o el cultivo
positivo, no tuvieron relacion con los resultados citoldgicos. El analisis por

curvas ROC para los parametros evaluados se muestran en la tabla 7.

Parametros comparados ABC Error p

Hallazgos histoldgicos

Estado del epitelio .507 .060 914
Morfologia glandular 426 .055 .229
Infiltrado inflamatorio .780 .059 .000
Distribucidn del infiltrado .694 .056 .002
Fibrosis endometrial .557 .056 351
Distribucién de la fibrosis 476 .056 .695
Bacteriologia 495 .061 931
Contenido uterino .593 .064 131

Tabla 7. Andlisis de curvas ROC: La histologia endometrial, bacteriologia y contenido
uterino se evaluaron utilizando la citologia como técnica de referencia (punto de corte
>5% PMN en la muestra evaluada al microscopio a 400x) (n=200). (ABC: Area bajo la
curva).
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Los uteros en los que se habia diagnosticado por histologia un infiltrado
inflamatorio, independientemente del grado y distribucion de la inflamacidn,
fueron reclasificadas como muestras positivas en la biopsia (valores de corte
indicados por los valores maximos de sensibilidad y especificidad de los analisis
con las curvas ROC) y los resultados se volvieron a comparar con la citologia
empleando el método Kappa de Cohen. Se observé una moderada
concordancia (sensibilidad: 69%; epecificidad: 87%; Kappa=0,55+0,07) entre la
citologia uterina y la biopsia, en relacién a la presencia de inflamacion
endometrial (figura 6) y un bajo grado de concordancia (Kappa=0,30+0,06) en

relacidn a la distribucion del infiltrado (figura 7).

M Citologia endometrial negativa
OCitologia endometrial positiva

50
45 —
40
35
30
25
20
15
10

% de casos

v

No infiltrado Bajo Moderado Severo
Nivel de inflamacion endometrial determinado por
histologia.
Figura 6. Comparacion entre la citologia endometrial y la histologia en function del
grado de inflamacion.
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M Citologia endometrial negativa [l Citologia endometrial positiva

No infiltrado  Periglandular Difuso Periglandulary
difuso

Distribucion del infiltrado determinada por histologia

Figura 7. Comparacion entre la citologia endometrial y la histologia en funcion de la
distribucion del infiltrado.

Cuando se compararon los resultados entre las parejas de cuernos uterinos
(figura 8) se apreci6 una concordancia moderadamente alta
(Kappa=0,65+01,0). Asi, en el 92% de los casos una citologia negativa del
cuerno izquierdo indicaba una citologia negativa en ambos cuernos, mientras
que el 20% de las citologias negativas en el cuerno derecho se correspondia
con citologia positiva en el cuerno izquierdo. Por su parte, cuando se
compararon las biopsias en ambos pares de cuernos fue cuando se observaron
los niveles mas elevados de concordancia (Kappa=0,74+0,08), y de nuevo, el
cuerno izquierdo era mas representativo del estado de ambos cuernos que el

cuerno derecho (figura 9).
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Figura 8. Comparacion de los resultados de la citologia endometrial entre los dos

cuernos uterinos.

En lo concerniente a los hallazgos histoldgicos en ambos pares de cuernos, el

grado de inflamacién y la distribucion de la misma eran coincidentes en su

mayoria en ambos cuernos uterinos (P<0,01).
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Figura 9. Comparacion de los resultados de la biopsia endometrial entre los dos

cuernos uterinos.
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Cuando no se observaba, o simplemente se apreciaba un bajo grado de
inflamacidon endometrial en el cuerno izquierdo, en el 83% de casos, se obtenia
el mismo resultado en el cuerno derecho. Destacar que las inflamaciones
endometriales severas siempre fueron observadas en ambos cuernos. Sin
embargo, las mayores discrepancias entre cuernos fueron vistas en aquellos
casos de inflamacidon endometrial moderada, de las cuales sélo el 58% fueron
diagnosticadas en los dos cuernos (figura 10). En mds del 85% de los casos, el
infiltrado inflamatorio estuvo distribuido de forma similar en el endometrio de

ambos cuernos uterinos (figura 11).

M Inflamacion severa en el cuerno derecho
EInflamacién Moderada en el cuerno derecho
OInflamacion baja en el cuerno derecho

ONo infiltrado en cuerno derecho
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o 0,
260%
o 50%
Sa0%
30%
20%
10%
0%

[+)

No Bajo Moderado  Severo

infiltrado
Grado de inflamacion endometrial en el cuerno izquierdo

determinada por histologia
Figura 10. Comparacion entre los dos cuernos uterinos en function del grado de
inflamacién endometrial determinada por histologia.
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B Infiltrado periglandular y difuso en cuerno derecho
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Figura 11. Comparacion entre los dos cuernos uterinos en funcion de la distribucion del
infiltrado determinada por histologia.

No hubo relacion entre la citologia o la biopsia con los resultados de
bacteriologia. Se obtuvieron cultivos positivos en el 11,8% de los cuernos que
presentaban citologias y biopsias positivas, y el 12,3% en cuernos con
resultados de citologia o biopsia negativos. Curiosamente, se aislaron
diferentes microorganismos de cuernos con citologias negativas o positivas
(figura 12). Ambos pares de cuernos fueron bacteriolégicamente negativos en
el 83% de los casos y positivos solo en el 7%. Cuando eran positivos, se aislaron
las mismas bacterias de ambos cuernos. En el 10% de los casos, el cuerno
derecho era negativo mientras que el cuerno izquierdo presentaba resultados
bacterioldgicos positivos, pero todos los cuernos uterinos izquierdos negativos
se correspondieron con el mismo resultado en el cuerno derecho. Todas las

muestras fueron negativas para los virus IBR, BVDV, BoHV4.
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Microorganismos aislados de los cultivos positivos

Figura 12. Microorganismos aislados de los cultivos positivos en funcion del resultado
de la citologia

La presencia y las caracteristicas del contenido uterino no difirieron entre
muestras con citologias positivas o negativas. Sin embargo, se encontré una
relacion significativa (P=0,036) entre el contenido uterino y los resultados de la
biopsia. La ausencia de contenido intrauterino fue encontrado en el 67,1% de
los cuernos que presentaban una biopsia negativa y en el 55,8% de los cuernos
con biopsias positivas. Se encontré un moco limpio y transparente en el 21,1%
de los cuernos con biopsias negativas y en un 16,3% de cuernos con biopsias
positivas. Ademas se observd un contenido uterino anormal (mucopurulento,
purulento o sanguinolento) en el 11,8% de los cuernos con biopsia negativa y

en el 27,9% de los que presentaban biopsias positivas.
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Discusion

Concordancia entre los métodos de diagndstico

De los parametros histolégicos evaluados en la biopsia uterina, la presencia de
infiltrado  inflamatorio 'y su distribucidn endometrial  estuvieron
significativamente correlacionados con los resultados de la citologia (tabla 7).
Tales correlaciones parecen bastante evidentes ya que las células inflamatorias
recogidas de la superficie uterina mediante el cytobrush proceden del
endometrio (Sheldon et al., 2009; Shao et al., 2012) y, aunque una citologia
negativa no puede excluir la existencia de una inflamacién endometrial, se
deberia esperar una elevado grado de concordancia entre la citologia y la

biopsia.

Sin embargo, en el presente estudio los resultados mostraron que el grado de
concordancia entre ambos métodos era moderada para la presencia de
inflamacion (kappa=0,55) y baja para la distribucion de los infiltrados
(Kappa=0,30). Meira et al. (2012) y Madoz et al. (2014) también encontraron
una concordancia moderada (Kappa=0,39) vy baja (Kappa=0,151),
respectivamente, entre la citologia uterina y la biopsia para el diagnostico de la
inflamacion endometrial. Esta discrepancia entre los métodos de diagndstico
podria explicarse, al menos en parte, por el hecho de que la citologia no pudo
identificar la mayoria de las muestras con un bajo grado de inflamacidn (figura
6). Ademas, dado que la citologia sélo evalia la capa superficial del
endometrio, se podria obtener una citologia negativa de muestras uterinas
con infiltrado inflamatorio en capas mas profundas. De hecho, hemos
observado que cuando el infiltrado inflamatorio tenia una distribucion
periglandular en el extracto esponjoso la citologia era negativa en
aproximadamente el 66% de los casos (figura 7).
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Por otro lado, el valor del punto de corte del %PMN establecido para
considerar una citologia positiva podria haber influido en la correspondencia
entre las dos técnicas, ya que encontramos que aproximadamente el 15% de
Uteros diagnosticados como sanos por histologia eran clasificados como

positivos en citologia.

En nuestro estudio, al igual que ya habia descrito Madoz et al. (2013), los
resultados de la citologia no se vieron afectados por la fase del ciclo estral en
el momento del diagndstico. Sin embargo, al emplear la biopsia, se podria
detectar un mayor grado de infiltracion inflamatoria durante la fase folicular

del ciclo.

Por otra parte, hay que sefialar que otras caracteristicas evaluadas en este
estudio, como por ejemplo la dilatacion quistica de las glandulas
endometriales o la fibrosis endometrial, no mostraron correlacion con los
resultados de las citologias. Esto era de esperar, ya que la mayoria de las
lesiones inflamatorias observadas aqui no involucraban a las glandulas
endometriales. En el estudio de Meira et al. (2012) la biopsia uterina se mostrd
como un método diagndstico mas eficiente para ES al compararla con la
citologia uterina, cuando el nivel de inflamacion glandular era excluido de la
evaluacion histoldgica. Esto parece sugerir que las endometritis créonicas, que
tipicamente implican glandulas quisticas y fibrosis periglandular (Ahmadi et al.,

2005) podrian no ser detectadas por citologia.

En otro orden de cosas, la presencia de fluido intrauterino, ya fuera normal o
anormal, no tuvo relacion con los resultados de la citologia. En estudios
previos, la presencia de fluido uterino detectado a través de ecografia estaba

asociado con efectos negativos sobre la fertilidad (Kasimanickam et al., 2004;
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Barlund et al., 2008), sin embargo tenia baja sensibilidad y la concordancia con
la citologia endometrial era baja, con valores de Kappa menores de 0,35
(Kasimanickam et al., 2004; Barlund et al., 2008; Meira et al., 2012). Debe
tenerse en cuenta que la evaluacién ecografica del fluido uterino puede
conducir a algunos errores de diagndstico ya que la existencia de algun liquido
en el interior del utero puede ser normal durante el periodo de estro o cuando
la involucion uterina es incompleta, lo que podria explicar parcialmente la baja

concordancia con la citologia.

En el presente estudio se ha determinado falta de concordancia entre la
existencia de fluido anormal en el interior del utero y la citologia.
Kasimanickam et al. (2004) sugirieron que la citologia y los ultrasonidos miden
diferentes factores causales, asi la citologia mediria la respuesta celular,
mientras que la ecografia valoraria los mecanismos de limpieza del Utero. Sin
embargo, en este estudio, se ha observado una relacién significativa entre la
presencia de contenido uterino y las muestras positivas a la biopsia, lo que

sugiere que la citologia no fue suficientemente sensible.

En resumen, los resultados del presente estudio indican que la citologia falla a
la hora de detectar casos de endometritis subclinica con bajo grado de
inflamacion o con una distribucion de la infiltracion predominantemente
periglandular. El examen histopatolégico de las biopsias proporciona una
informacion mucho mas detallada sobre el grado de inflamacion y sobre las
lesiones que pueden existir (Meira et al., 2012) y probablemente deberia ser
considerado el método de referencia para el diagndstico de las ES. Sin
embargo, la citologia uterina mostr6 un grado de concordancia

moderadamente alto y es mas rapido y facil de realizar y, probablemente, mas
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seguro que la biopsia uterina. Por lo tanto, la citologia puede ser considerada

una herramienta util para el diagndstico de las ES.

Comparacion entre cuernos

Una de las preocupaciones a la hora de realizar un diagndstico es que las
muestras tanto para realizar una citologia endometrial como para una biopsia
se recogen, normalmente, de un Unico cuerno uterino, asumiendo que la
muestra deberia ser representativa de ambos cuernos. Los resultados del
presente estudio demuestran que esta asuncidon es, en general, verdadera,

aunque no siempre.

Asi, cuando la muestra para realizar una citologia o una biopsia era tomada del
cuerno izquierdo, un resultado negativo indicaba que, en mas del 90% de los
casos, el cuerno derecho también era negativo. Sin embargo, cuando la
muestra procedia del cuerno derecho, en aproximadamente el 20% de los
casos negativos el cuerno izquierdo era positivo. Era de esperar un cierto
desacuerdo entre ambos cuernos uterinos en la citologia y en la biopsia, ya
gue la inflamacidon endometrial puede ser local o difusa y podria no afectar,
necesariamente, a todo el endometrio. Sin embargo, el motivo por el que la
muestra del cuerno izquierdo parece ser mas representativa que la tomada del
cuerno derecho es desconocido. Ignoramos la existencia de estudios que
comparen la citologia o la biopsia entre ambos cuernos uterinos. Por lo tanto,
esto podria deberse a un hallazgo ocasional, pero de ser confirmado en nuevos
trabajos, deberia ser tenido en cuenta a la hora de realizar el diagndstico de

las ES.
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Microbiologia uterina

Curiosamente, el aislamiento bacteriano no presentd ninguna correlacion
significativa con los resultados de la citologia o de la biopsia. S6lo unos pocos
estudios han sido disefiados para investigar la poblacién de bacterias
presentes en el Utero de vacas con ES (Lazzari et al., 2011; McDougall et al.,
2011; Madoz et al., 2014) y, en general, se observaron bajos niveles de
concordancia entre la presencia de patdgenos intrauterinos y las endometritis
citolégicas. Parece que los efectos negativos de las ES en la fertilidad son mas
consecuencia de la inflamacién uterina que de la infeccién bacteriana (Green

et al., 2009; Burke et al., 2010; McDougall et al., 2011).

Hay que destacar que las diferentes especies bacterianas fueron aisladas tanto
de los Uteros con citologia negativa como positiva. Mientras que de los
cuernos uterinos con citologias negativas se aislaron algunos gérmenes
patégenos conocidos, tales como E. coli y T. pyogenes (Sheldon et al., 2002;
2010; Amos et al., 2014), en los cuernos con citologias positivas se
encontraron gérmenes no especificos o bacterias con baja patogenicidad.
Estos hallazgos estan de acuerdo con estudios previos que mostraban que una
gran diversidad microbiana puede ser identificada en el Utero de vacas
lecheras, independientemente del estado de salud de su utero (Santos et al.,
2011). Los mecanismos naturales de defensa eliminan muchos de los
microorganismos pero la eficacia de la eliminacién depende de la carga
bacteriana y de la patogenicidad, asi como del estado inmunitario de la vaca

(Sheldon et al., 2002).

En lo que concierne a los resultados bacteriolégicos del par de cuernos
uterinos, de nuevo el cuerno izquierdo fue mas representativo del estado de
infeccidén del dtero que el cuerno derecho. Tal y como previamente ha sido
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comentado para la citologia y la biopsia, no hay una explicacion clara para este

hallazgo que deberia ser investigado con mas profundidad.

En conclusion, aunque la biopsia endometrial podria ser, en la actualidad, el
método mds preciso para el diagndstico de la ES, nuestros resultados indican
una concordancia moderadamente buena entre la citologia y la biopsia
(Kappa=0,55), lo que ratifica la utilidad de la citologia. De todas formas, la
existencia de muestras de citologias endometriales y/o biopsia positivas no
indican la existencia de una infeccidon bacteriana. Ademas, debe sefialarse que
en la mayoria de los casos (pero no en el 100%) los resultados de la citologia, la
biopsia y la bacteriologia fueron similares en ambos cuernos uterinos.
Finalmente, el hecho de que el cuerno izquierdo pueda ser mas representativo

del estado de salud del Gtero que el derecho todavia tiene que ser confirmado.

Agradecimientos: Este estudio estd subvencionado por la Xunta de Galicia
(Proyecto RUMIGAL: Rede de estudio multidisciplinar dos ruminantes de

Galicia).
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Anexo: Imagenes.

Citologia:

Imagen 1.- Citologia negativa.

Imagen 2.- Citologia positiva.
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Histologia:

Imagen 3.- Epitelio y endometrio normales

Imagen 4.- Epitelio y endometrio infiltrado.
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Imagen 5.- Epitelio normal e infiltrado endometrial difuso y periglandular

Imagen 6.- Ausencia de fibrosis.
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Imagen 7.- Ausencia de fibrosis e infiltrado endometrial abundante.

Imagen 8.- Fibrosis difusa grado 2.
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Imagen 9.- Epitelio y endometrio muy infiltrados y fibrosis difusa grado 3.

Imagen 10.- Fibrosis difusa grado 3 y glandulas normales.
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Imagen 11.- Fibrosis periglandular grado 3.

Imagen 12.- Fibrosis periglandular grado 3 y gldndulas dilatadas y quisticas.
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Imagen 13.- Glandulas dilatadas, ausencia de epitelio, infiltrado endometrial y
periglandular.
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Conclusiones

1.- La prevalencia de endometritis subclinicas encontrada en este trabajo entre
los dias 30 y 45 es relativamente baja (15%) aunque relevante desde el punto

de vista de sus efectos sobre la reproduccion.

2.- Las endometritis subclinicas mostraron un efecto negativo sobre el
rendimiento reproductivo, reduciendo la fertilidad y alargando el intervalo

entre el parto y la gestacion.

3.- Una parte importante de los animales que padecen endometritis
subclinicas no pueden ser diagnosticados por exploracién rectal, ni empleando
un vaginoscopio ni por ecografia, haciendo necesario el uso de otros métodos:

citologia o histologia.

4.- El diagnodstico de la endometritis (clinica o subclinica) puede ser llevado a
cabo determinando la media de PMN en 10 campos, obteniendo la misma
eficiencia que mediante el calculo del porcentaje de PMN en 150 células. Es de
destacar que el método aqui propuesto es mds rapido y mas facil de llevar a

cabo.

5.- Aunque la biopsia endometrial podria ser, en la actualidad, el método mas
preciso para el diagndstico de la endometritis subclinica, nuestros resultados
indican una concordancia moderadamente buena entre la citologia y la biopsia

(kappa=0,55), lo que ratifica la utilidad de la citologia.

6.- En la mayoria de los casos (pero no en el 100%) los resultados de la
citologia, la biopsia y la bacteriologia fueron similares en ambos cuernos

uterinos.
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7.- El cuerno izquierdo parece ser mas representativo del estado general de
salud del utero, si bien, este hecho necesita mas estudios para ser confirmado.

8.- La existencia de muestras de citologias endometriales y/o biopsia positivas

no indican la existencia de una infeccion bacteriana.
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RESUMEN






El objetivo general de este trabajo ha sido ampliar el conocimiento en algunos
aspectos relativos a las endometritis subclinicas que actualmente aun son
objeto de controversia: Su impacto en las explotaciones de vacuno lechero y

su diagnéstico.

En el primer estudio de esta tesis, el objetivo fue evaluar la influencia de las
endometritis subclinicas en el rendimiento reproductivo de vacas de aptitud
lactea. Para ello se examinaron noventa y cuatro vacas de aptitud lactea de
entre 1y 8 partos, distribuidas en 25 rebafios. Los animales fueron explorados
una vez entre los 30 y 45 dias en leche empleando la palpaciéon rectal, el
vaginoscopio y la ecografia. Se tomé una muestra citolégica del endometrio
s6lo en aquellas vacas con una aparente salud uterina (n=65). Ademas, se
tomd una muestra sanguinea donde se analizaron los valores de glucosa,
colesterol total, triglicéridos, acidos grasos no esterificados, B-hidroxibutirato,
proteinas totales, albumina, urea y de las enzimas hepaticas (ASAT y ALAT). A
lo largo de los siguientes 11 meses se registraron los indices reproductivos de
los animales. Se considerd a la citologia endometrial como indicadora de
endometritis subclinicas cuando el porcentaje de polimorfonucleares
neutrofilos era superior al 5% de todas las células presentes en el frotis
(excepto los eritrocitos). Los resultados indicaron que el 14,9% de las vacas
muestreadas con la citologia uterina tenian endometritis subclinicas, y que las
vacas sanas quedaban prefadas significativamente antes que las que
presentaban endometritis subclinica (hazard ratio=2,35; intervalo de confianza
95%: 1,05-5,3). De todas las variables metabdlicas y productivas analizadas,
solo los triglicéridos afectaron negativamente a la reproduccion; mientras que,
la concentracion de albumina sérica, la puntuacion de la condicién corporal y

la produccion lactea tuvieron un efecto positivo en el rendimiento
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reproductivo. En conclusion, nuestros resultados indican que las endometritis
subclinicas tienen un impacto negativo en el rendimiento reproductivo y es
necesario emplear la citologia uterina para diagnosticarla ya que casi un 15%
de los animales afectados no fueron detectados por ninguno de los otros

métodos de diagnéstico.

En el segundo trabajo, el objetivo fue valorar un método sencillo, basado en el
calculo del nimero medio de polimorfonucleares neutréfilos en 10 campos de
observacién a 1000x, para la evaluacidn de las citologias uterinas. Para ello, se
realizaron doscientas sesenta citologias endometriales en vacas de raza
Holstein en diferentes etapas del postparto empleando un cytobrush adaptado
para su uso en esta especie. Los frotis asi obtenidos fueron fijados al aire y
tefiidos con la técnica de Romanowsky. Para evaluar el método se calculd el
porcentaje de PMN existente en 150 células, asi como el nimero medio de
PMN existente en 10 campos a 1000x. Se construyeron curvas ROC para
evaluar el nuevo método, utilizando el porcentaje de neutréfilos como
referencia y el nimero medio de neutréfilos como método a evaluar. Los
resultados mostraron un area bajo la curva superior a 0.99 en todos los casos,
lo que demuestra que este método, simple, puede ser utilizado para
determinar el porcentaje de neutrdfilos en las citologias endometriales y para

el diagndstico de las endometritis subclinicas.

En el dltimo estudio, los objetivos han sido determinar: a) la concordancia
existente entre citologia endometrial, biopsia uterina y la presencia y tipo de
contenido uterino en Uteros macroscopicamente normales; b) la concordancia
entre los resultados obtenidos de los dos cuernos uterinos empleando los
diferentes métodos de diagndstico; y c) la presencia y tipo de microorganismos

aislados del utero con o sin endometritis citoldgica. Para ello, en un matadero
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local se recogieron cien tractos genitales, macroscépicamente normales, de
vacas Holstein. Las muestras para el analisis citolégico, histopatolégico y
bacterioldgico fueron obtenidas de ambos cuernos uterinos y la presencia de
cualquier contenido intrauterino fue determinado tras la apertura de los
cuernos uterinos. El punto de corte empleado para las citologias positivas fue
>5% polimorfonucleares neutrdfilos. Los datos fueron analizados mediante
curvas ROC, el método de la kappa de Cohen y el test Chi’. Los resultados
mostraron una concordancia moderada entre la citologia y la presencia de
infiltrado en el endometrio, elevada entre los resultados de ambos cuernos
uterinos y escasa con la bacteriologia. Como conclusion final, podemos decir
gue la citologia, a pesar de ser menos sensible que la biopsia, parece el mejor
método para el diagndstico de las endometritis citoldgicas por facilidad y

rapidez en la obtencidn de los resultados.

Palabras clave: Vaca, Endometritis, Diagndstico, Fertililad, Citologia,

Histologia, Micobiologia.
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O obxectivo xeral deste traballo foi ampliar o cofiecemento nalglins aspectos
relativos as endometrites subclinicas que actualmente inda son obxecto de
controversia: o seu impacto nas explotacions de vacun leiteiro e o seu

diagnéstico.

No primeiro estudo desta tese, o obxectivo foi avaliar as influenzas das
endometrites subclinicas no rendemento reprodutivo das vacas de aptitude
lactea. Para iso examinaronse noventa e catro vacas de aptitude lactea que
tifan entre 1 e 8 partos, aloxadas en 25 rabafios. Os animais foron explorados
unha vez entre os 30 e 45 dias en leite empregando a palpacién rectal, o
vaxinoscopio e a ecografia. Tomouse unha mostra citoldxica do endometrio sé
nas vacas cunha aparente saude uterina (n=65). Ademais, tomouse unha
mostra sanguinea onde foron analizados os valores de glicosa, colesterol total,
triglicéridos, acidos graxos non esterificados, B-hidroxibutirato, proteinas
totais, albumina, urea e das enzimas hepaticas (ASAT e ALAT). O longo dos
seguintes 11 meses foron rexistrados os indices reprodutivos dos animais.
Considerouse a citoloxia endometrial como indicadora de endometrite
subclinica cando a porcentaxe de polimorfonucleares neutrofilos era superior
0 5% de todas as células presentes no frotis (excepto os eritrocitos). Os
resultados indicaron que o 14,9% das vacas nas que se realizou a citoloxia
uterina tiflan endometrites subclinicas, e que as vacas sans quedan prefiadas
significativamente antes que as que presentaban endometrites subclinicas
(hazard ratio=2,35; intervalo de confianza 95%: 1,05-5,3). De todas as variables
metabdlicas e produtivas analizadas, s6 os triglicéridos afectaron
negativamente & reproducion; mentres que, a concentracion de albumina
sérica, a puntuacion da condicidon corporal e a producidon lactea tiveron un

efecto positivo no rendemento reprodutivo.
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En conclusion, os nosos resultados indican que as endometrites subclinicas
tefien un impacto negativo no rendemento reprodutivo e é necesario
empregar a citoloxia uterina para diagnosticala xa que case un 15% dos
animais afectados non foron detectados por ningun outro método de

diagnéstico.

No segundo traballo, o obxectivo foi avaliar un método sinxelo, baseado no
calculo do nimero medio de polimorfonucleares neutréfilos en 10 campo de
observacién a 1000x, para avaliar citoloxias uterinas. Para iso, fixéronse
duascentas sesenta citoloxias endometriais en vacas de raza Holstein en
diferentes etapas do postparto empregando un cytobrush adaptado para o seu
uso nesta especie. Os frotis asi obtidos foron fixados ¢ aire e tinguidos coa
técnica Romanowsky. Para avaliar o método foi calculada a porcentaxe de
PMN existente en 150 células, asi como o nimero medio de PMN existente en
10 campos a 1000x. Foron construidas curvas ROC para avaliar o novo método,
empregando a porcentaxe de neutréfilos coma referencia e o nimero medio
de neutroéfilos como método a avaliar. Os resultados mostraron un drea baixo
a curva superior a 0,99 en todos os casos, o que demostra que este método,
sinxelo, pode ser empregado para determinar a porcentaxe de neutrofilos nas

citoloxias endometriais e para o diagndstico das endometrites subclinicas.

No derradeiro estudo, os obxectivos foron determinar: a) a concordancia
existente entre citoloxia endometrial, biopsia uterina e a presenza e tipo de
contido en Uteros macroscopicamente normais; b) a concordancia entre os
resultados dos dous cornos uterinos empregando os diferentes métodos de
diagndstico; e c) a presenza e tipo de microorganismos illados do Utero con o
sen endometrites citoldxicas. Para iso, nun matadoiro local recolléronse cen

tractos xenitais, macroscopicamente normais, de vacas Holstein. As mostras
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para a analise citoldxica, histopatoldxica e bacterioldxica recolléronse de
ambos cornos uterinos e a presenza de calquera contido foi determinado trala
apertura dos cornos. O punto de corte empregado para as citoloxias positivas
foi 25% polimorfonucleares neutréfilos. Os datos foron analizados mediante
curvas ROC, o método da kappa de Cohen e o test Chi’. Os resultados
mostraron unha concordancia moderada entre a citoloxia e a presenza de
infiltrado no endometrio, elevada entre os resultados de ambos cornos
uterinos e escasa coa bacterioloxia. Como conclusién final, podemos dicir que
a citoloxia, a pesares de ser menos sensible que a biopsia, parece o mellor
método para o diagndstico das endometrites citoldxicas por facilidade e

rapidez na obtencidon dos resultados.

Palabras clave: Vaca, Endometrite, Diagndstico, Fertilidade, Citoloxia,

Histoloxia, Microbioloxia
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The general aim of this thesis has been to increase the current knowledge
about some aspects related to subclinical endometritis in cows that are still
controversial: its impact on dairy farms and its diagnosis.

The aim of the first study was to evaluate the influence of subclinical
endometritis (SE) on the reproductive performance of dairy cows. Ninety-four
dairy cows of parity 1 to 8, distributed in 25 herds, were examined once
between 30 and 45 days in milk (DIM) using transrectal palpation, vaginoscopy
and ultrasonography. A cytological sample of the endometrium was taken only
from cows with an apparent healthy uterus (n=65). Serum glucose, total
cholesterol, triglycerides, non-esterified fatty acids, B-hydroxybutyrate, total
proteins, albumin, urea and hepatic enzymes were analyzed. Reproductive
indexes were recorded during the next 11 months. Endometrial cytology was
considered indicative of SE if percentage of polymorphonuclear neutrophils
(PMN) was superior to 5% of all cells present in the smear, except
erythrocytes. Results indicated that 14.9% of the cows sampled for uterine
cytology had subclinical endometritis, and that healthy cows become pregnant
significantly before than those with SE (HR= 2.35; 95%Cl: 1.05-5.3). From all
the metabolic and productive parameters analyzed, only triglycerides affected
negatively to reproduction; serum albumin concentration, body condition
score and milk production had positive effects on the reproductive
performance. In conclusion, our results indicated that subclinical endometritis
has a negative impact on reproductive performance and uterine cytology is
necessary to diagnose it since almost 15% of the affected animals were not

detected by other diagnosis methods.

In the second study, the aim was to assess whether a simple test, based on

calculating the average number of PMN in 10 fields at 1000x, could be a
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reliable technique for the diagnosis of endometritis. Two hundred and sixty
endometrial samples were taken from Holstein cows at different postpartum
stages using an adapted cytobrush. Smears obtained were air-dried and
stained with a Romanowsky-type procedure. To evaluate the counting
method, the percentage of PMN in 150 cells was calculated as well as the
average number of PMN in 10 fields at 1000x. Receiver operating
characteristic (ROC) curve analysis was used to evaluate both methods, the
percentage of PMN (used as reference) and the average number of PMN. It
was observed that the area under the curve was higher than 0.99 regardless of
the cut-off point used. These results showed that this simple method could be
used to determine the percentage of PMN in endometrial cytological samples

and to diagnose endometritis in cows.

In the last study, the objectives were to determine: a) the agreement between
postmortem endometrial cytology, uterine biopsy and presence of intrauterine
fluid in apparently normal genital tracts collected from culled dairy cows; b)
the agreement between results obtained from paired uterine horns using the
different diagnosis methods; and c) the microorganisms isolated from uteri
with cytological endometritis. One hundred macroscopically normal genital
tracts from Holstein cows were collected at a local slaughterhouse. Samples
for cytology, histopathology and bacteriology were obtained from both uterine
horns, and presence of any intrauterine content was determined after opening
the tracts. Cut-off values used for positive cytology were 25% PMN. Data were
analyzed by ROC curve analysis, Cohen’s kappa method and Chi® tests. Results
showed moderately agreement between histology and cytology for presence
of infiltrate (kappa=0.55), moderately high agreement between paired uterine
horns for cytology (kappa=0.65) and biopsy (kappa=0.74) and no agreement

between bacteriology and cytology or biopsy. It was concluded that
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endometrial cytology, although less sensitive than biopsy, is an acceptable tool

for diagnosing subclinical endometrial inflammation.

Palabras clave: Cow, Endometritis, Diagnosis, Fertility, Cytology, Histology,

Microbiology.
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