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Resumen

La endometritis subclinica bovina es un sindrome que compromete directamente el
desemperio reproductivo en vacas lecheras con un subsecuente detrimento en su
eficiencia productiva; la base de la produccién lechera es la obtencion de una prefiez
y progenie en el tiempo estimado por el ganadero. El objetivo de esta investigacion
fue determinar la eficacia de los métodos histopatoldgico y microbiolégico en el

1 MVZ. Estudiante de maestria, Universidad de Caldas. Grupo de Investigacién en Biotecnologia
Animal, Centro de Investigaciones en Medio Ambiente y Desarrollo CIMAD, Universidad de
Manizales. e-mail: ruden@umanizales.edu.co

2 MVZ, Esp. Estudiante de maestria, Universidad Nacional de Cérdoba - Argentina. Grupo de
Investigacion en Biotecnologia Animal, Centro de Investigaciones en Medio Ambiente y Desarrollo
CIMAD, Universidad de Manizales. e-mail: oisazal@umanizales.edu.co

8 MVZ. Estudiante de maestria, Universidad de Caldas. Grupo de Investigacién en Biotecnologia
Animal, Centro de Investigaciones en Medio Ambiente y Desarrollo CIMAD, Universidad de
Manizales. e-mail; jcariasg@umanizales.edu.co

4 Bacteri6loga, Esp. Laboratorista clinica Universidad de Manizales. mariadels27@yahoo.com

En linea en: www.unipaz.edu.co/ojs/index.php/revcitecsa/index 47



Revista CITECSA - INSTITUTO UNIVERSITARIO DE LA PAZ - Volumen 6; Numero 11. Mayo-2016
Ruden, D. Isaza, O. Arias, J. Jaramillo, M.

diagnéstico de endometritis subclinica en ganado Bos taurus y brindar al productor
lechero de la Region Cafetera Colombiana datos en tiempo real para la toma de
decisiones asertivas sin incurrir en costos operativos que inflen la actividad. Se
evaluaron 60 vacas multiparas pertenecientes a diferentes fincas de lecheria
especializadas en el eje cafetero bajo condiciones atmosféricas de trépico alto y
ordeflo tanto mecanizado como manual; las hembras evaluadas fueron las
reportadas como repetidoras de celo, dias abiertos mayores a cien, asintomaticas y
se sometieron a analisis histopatologico y microbiolégico por medio de biopsia
uterina. Se observd edema, fibrosis, tejido necrotico, infiltracion linfocitaria 1o que
comprueba la relacion del diagndéstico otorgado por este método y los dias abiertos
en vacas lecheras.

Palabras Clave: Bos taurus, biopsia, dias abiertos.

Abstract

Bovine subclinical endometritis is a disease that involves the reproductive
performance on dairy cows, consequently, productivity decreases; the basis of milk
production is to obtain a pregnancy and progenitor in the estimated time by the
breeder. The objective of this study was to evaluate the efficacy of histopathology
and bacteriology methods as diagnosis tools for subclinical endometritis on bos
Taurus cattle giving the dairy farmer of the Colombian Coffee Region real-time data
for asserting decisions without making the activity more expensive. 60 dairy cows
from high tropic atmospheric conditions, mechanized and manual milking were
evaluated; to be included in this study, the cows were reported as service repeaters,
open days greater than one hundred, asymptomatic, they were subjected to
histopathology and bacteriology analysis from a biopsy sample. Edema, fibrosis,
necrotic tissue, lymphocytic infiltration were observed which checks the relationship
of the diagnosis given by this method and the open days in dairy cows.

Key words: Bos Taurus, biopsy, open days.

Resumo

A endometrite subclinica bovina € uma sindrome que compromete diretamente o
desempenho reprodutivo em vacas leiteiras com um subsequente detrimento em
sua eficiéncia produtiva; a base da producéo leiteira é a obtencdo de uma gravidez
e progénie no tempo estimado pelo pecuarista. O objetivo desta pesquisa foi
determinar a eficacia dos métodos histopatolégicos e microbiolégicos no
diagnéstico de endometrite subclinica em gado Bos taurus e oferecer ao produtor
leiteiro da Regido Cafeeira Colombiana dados em tempo real para a tomada de
decisbes assertivas sem incorrer em custos operativos que inflem a atividade. Se
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avaliaram 60 vacas multiparas pertencentes a diferentes fazendas leiteiras
especializadas no eixo cafeeiro sob condiciones atmosféricas de trépico alto e
ordenha tanto mecanizado quanto manual; as fémeas avaliadas foram reportadas
como repetidoras de cio, dias abertos maiores a cem, assintomaticas e foram
sometidas a analise histopatolégico e microbioldgico por meio de biopsia uterina.
Observou-se edema, fibrose, tecido necrotico, infiltracao linfocitaria o que prova a
relacdo do diagnéstico outorgado por este método e os dias abertos em vacas
leiteiras.

Palavras Chave: Bos taurus, biopsia, dias abertos.

Introduccion

La endometritis subclinica es una condicion patolégica que en vacas lecheras esta
directamente asociada con un bajo desempefio reproductivo (Green et al., 2011,
LeBlanc, 2008) que representa un mayor numero de dias abiertos (Gilbert et al.,
2005; Kasimanickam et al., 2004) y de hembras repetidoras de servicio (Salasel et
al., 2010) situaciones que no son para nada favorables en el orden econdémico para
los productores si se tiene en cuenta que cada servicio acarrea costos operativos
importantes dentro del hato lechero (Galvao, 2012; Lee y Kim, 2007; Plontzke et al.,
2010).

Las modificaciones de la mucosa uterina que causan subfertilidad no pueden
diagnosticarse por exploracion rectal ni vaginal, ya que el endometrio no es
explorable clinicamente de forma directa (LeBlanc et al., 2002). Los productos
inflamatorios visibles en los genitales femeninos (moco, pus y similares) no siempre
pueden atribuirse a un determinado lugar (Grunert y Berchtold, 1988).

Para su diagndstico existen al dia de hoy métodos que visualizan y miden variables
aisladas del comportamiento endometrial, tal es el caso de la ultrasonografia
(Dominguez et al., 2006; Sheldon et al., 2006), la citologia (Barlund et al., 2008;
Prunner et al., 2014b) y la biopsia endometrial y tienen en comun, la cuantificacion
de factores que reflejan la condicién en mencién tales como inflamacién, congestién,
edema, necrosis, entre otros (De la Sota et al., 2012).

El método de interés en este trabajo fue la biopsia uterina, descrita inicialmente para
predecir infertilidad en yeguas en la década de 1960 (Brandt y Manning, 1969) y
aplicado posteriormente de manera netamente investigativa a la produccion bovina
con los mismos intereses. Esta permite obtener una muestra de mucosa del utero
para examen histologico y también bacteriologico, es una técnica sencilla y de
utilidad para el veterinario interesado en una completa evaluacion del tracto
reproductivo (De Bois y Manspeaker, 1980), ademas es un método diagnéstico de
alta especificidad que evidencia en gran detalle el nivel de inflamacion, lesiones
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(Meira et al., 2012) y estado microbioldgico (Messier et al., 1984; Studer y Morrow,
1978) del tejido uterino sin comprometer la salud reproductiva de los individuos a
los que se les realiza (Chapwanya et al., 2010). EI método histopatolégico, a
comparacion del método citoldgico tradicional que solo evallia la capa superficial
uterina, otorga visualizacion completa de las capas endometriales y la infiltracién de
polimorfonucleares; esto tiene relevancia dado que la capa superficial no cambia
significativamente durante el ciclo estral (Madoz et al., 2014), mientras que durante
la endometritis subclinica se aprecia histolégicamente infiltrado de células
plasmaticas, focos linfocitarios en parénquima, edema, congestion, hemorragias,
necrosis, degeneracion y en estadios avanzados es posible detectar fibrosis
periglandular la cual es irreversible (Perusia et al., 1998).

La importancia del andlisis microbiolégico radica en que comunmente la
persistencia de infeccion bacteriana a nivel de Utero en el periodo posparto trae
como consecuencia subfertilidad asociada con una ovulacion retrasada,
persistencia de cuerpo liteo y baja tasa de concepcién posparto; asi, el diagndstico
efectivo de enfermedad uterina es indispensable para un programa de control
reproductivo (Sheldon y Dobson, 2004). A partir de cultivos de muestras de tejido
uterino o sus productos (moco y/o floculos mucopurulentos) es posible diagnosticar
y ademas tratar un cuadro patolégico (Otto et al., 2009). La contaminacion
bacteriana del Utero en el periodo posparto es un hallazgo frecuente que por si solo
no altera la restauracion histolégica y anatomica del tracto genital (Foldi et al., 2006);
el desbalance entre la infeccién uterina y los mecanismos de defensa cominmente
conllevan a complicaciones como metritis, endometritis clinica, piometra y
endometritis subclinica. Estas a su vez traen consigo efectos negativos sobre el
desempeiio reproductivo en vacas lecheras (Bell y Roberts, 2007).

Mediante este estudio se esper6 determinar la eficacia de los métodos
histopatolégico y microbiol6gico en el diagndstico de endometritis subclinica en
ganado Bos taurus y brindar al productor lechero de la Region Cafetera Colombiana
datos en tiempo real para la toma de decisiones asertivas sin incurrir en costos
operativos que inflen la actividad.

Materiales y Métodos

Las muestras fueron recolectadas por Médicos Veterinarios Zootecnistas de la
Universidad de Caldas, quienes tuvieron en cuenta para los procedimientos de
recoleccion de muestras, manejo y conservacion, las normas éticas, técnicas,
cientificas y administrativas para la investigacion en animales contenidas en la Ley
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84 (Congreso-Nacional-de-Colombia, 1989). Durante el estudio se mantuvo la
confidencialidad de la informacion de predios muestreados y animales positivos.

Poblacion y muestra

Hembras bovinas Bos taurus (n=60) de lecherias especializadas del eje cafetero
colombiano que comprenden los municipios de Villamaria, Manizales Caldas y
Salento Quindio con condiciones ambientales de tropico alto entre 13 — 25°C con
ordefilo mecanizado y manual que cumplieran con los criterios de inclusion:

Vacas con numero de partos mayor a 1

Vacas vacias ciclicas con dias abiertos iguales o superiores a 100 (con presencia
de cuerpo lateo a la palpacion rectal y/o ultrasonografia).

Vacas que vuelven a celo después de haber sido servidas una o mas veces.
Vacas con o sin diagnéstico de endometritis subclinica al chequeo por
ultrasonografia.

Criterios de exclusion:

Signos clinicos evidentes tales como descargas uterinas purulentas,
sanguinolentas, fétidas y/o mixtas, cojeras, Yy mastitis, tratamientos
farmacoldgicos intrauterinos, reporte de distocias y/o abortos previos.

Vacas en anestro superficial o profundo con dias abiertos iguales o superiores a
100.

Vacas con retencion de placenta en el ultimo parto

Vacas con paresia puerperal antes, durante o después del ultimo parto.

Biopsia uterina

Para su obtencion, se empled una pinza de biopsia de uso humano (Chevalier
Jackson) para esofagoscopia de acero inoxidable de 60 cm de largo total y 0,5 cm
de diametro anterior, en cuyo extremo posee una pequefia mandibula de 0,6 x 0,4
cm con filo en los bordes de corte. EIl mecanismo de corte fue manejado a través
del cierre de su parte posterior, tipo tijera. Previo a cada uso, la pinza fue
desinfectada con amonio cuaternario para evitar contaminaciones entre los
animales (Madoz, 2012).

Se realizdé un lavado general y enérgico de la zona vulvar y perianal de cada
individuo con agua potable, posteriormente, secado con toalla de papel desechable
para proceder con la anestesia epidural usando agujas nuevas para cada vacay 5
cc de Xilocaina por aplicacion, una camisa tubular sanitaria plastica envuelve el
dispositivo, la cual se rompe por traccion manual una vez logrado el cuello uterino.
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La toma de muestras se realiz6 una vez enhebrado el cérvix, con el extremo anterior
de la pinza posicionado sobre la superficie endometrial de un cuerno uterino. Luego
se abren las ramas de la pinza y haciendo leve presién sobre el Gtero desde el recto,
se cierran las ramas y se gira la pinza 90 grados. Una vez que la pinza de biopsia
era retirada del animal, cada porcién recuperada era tomada con una aguja
hipodérmica nueva y colocada en tubos Eppendorf (1,5 ml) con solucion formolada
tamponada al 10% hasta su procesamiento histoldgico. Posteriormente en el
laboratorio, las muestras fueron deshidratadas, incluidas en parafina, cortadas con
micrétomo y tefiidas con hematoxilina y eosina para la obtencion de los cortes
correspondientes de utero. El procesamiento de las biopsias fue realizado por un
patologo con la técnica descrita por Perusia et al. (1998).

Cuadro 1. Criterios de lectura en microscopio Optico de las muestras tomadas por
biopsia endometrial propuestos por Perusia et al. (1998).

1. Reconocimiento del epitelio de revestimiento
Ausencia técnica (no presencia del mismo por deficiente perfil de corte)
Degeneracion
Necrosis
Apariencia discontinua del mismo
Desprendimiento
2. Corion subepitelial
Edemas
Infiltrados celulares polimorfonucleares, mononucleares o mixtos
3. Corion glandular
Glandulas
Presencia
Ausencia
Hipersecresion
Degeneracion
- Necrosis
Tejido conectivo periglandular
Presencia
Edema
Infiltrados celulares purulentos o no purulentos
Tejido conectivo del corion profundo
Sin cambios
Proliferacion y maduracién del tejido conjuntivo fibroso

Se establecieron 4 grupos de animales segun su grado de inflamacion endometrial
(Nulo: UB-0, minimo: UB-1, moderado: UB-2 y severo: UB-3) como lo describe
Madoz et al. (2014).
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Cultivo microbiologico

Una vez tomada la muestra de tejido uterino, un analista distinto al tomador, con
vestimenta desechable, guantes de latex limpios, tapabocas y tomando la porcion
con aguja hipodérmica estéril, cultivd segin el método descrito por Koneman et. al.
(2001) en dos medios solidos (agar sangre de cordero y agar McKonkey para
Gramnegativos) mediante frotis directo la pieza de tejido y esparcido con asa
desechable estéril con argolla por la caja de Petri con un recorrido en espiral; las
cajas de Petri con los medios fueron abiertas por tiempo promedio de 5 segundos
al interior de una caja acrilica hermética previamente irradiada con rayos UV, una
vez hecho el frotis, las cajas fueron cerradas y selladas con pelicula plastica,
rotuladas y almacenadas en una nevera exclusiva para medios cultivados hasta su
transporte al laboratorio (maximo 6 horas)

Las muestras tomadas en agar sangre fueron incubadas a 37°C durante 48 horas
en un medio aerbbico; los cultivos en agar McKonkey fueron sometidos a
microanaerobiosis, todos situados en posicion invertida; pasadas las 24 horas, las
cajas se evaluaron macroscopicamente para determinar el niumero de colonias,
hemolisis en el agar sangre, coloracion de Gramm, las colonias halladas se aislaron
para obtener cultivos puros, identificados posteriormente mediante pruebas
bioquimicas: produccién de Indol, prueba de motilidad, prueba de TSl y ureasa, de
acuerdo a la metodologia reportada por Galindo et. al. (2003).

Anélisis estadistico

Se realizé un analisis descriptivo para determinar la frecuencia de cada hallazgo
histopatoldgico y su participacion porcentual dentro de la poblacion mediante el
paquete estadistico RStudio®, de igual manera, para determinar la distribucién y
frecuencia de las bacterias incubadas.

Se modelé una regresion logistica binomial con el efecto del niumero de dias
abiertos y numero de partos en la presentacion de la endometritis subclinica
mediante el paquete estadistico SPSS Statistics®.

Resultados y discusion

En los hallazgos preliminares fue comun encontrar descamacion del epitelio
endometrial en diferentes fases de la misma, como lo confirmaron Perusia et al.,
(1998) quienes establecieron que es fisioldgicamente normal hallar este tipo de
lesion en diferentes fases del ciclo estral de la hembra bovina, al igual que edema
en el estro y dias posteriores al parto, lo que corresponde a una endometritis
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subclinica aguda, la cual es reversible sin dejar secuelas en el desempefio
reproductivo de la hembra (Mokhtar, 2015).

Fue comun encontrar en todas las muestras, células linfocitarias, especialmente
polimorfonucleares en distintas proporciones pero evidenciando un patrén regular,
sobre todo en muestras con presencia de edema y hemorragia evidenciable solo en
tejido obtenido a partir de biospsia uterina, como lo describié Madoz et al. (2014).

Un nivel més alto de dafio tisular fue hallado con menor frecuencia que la migracion
linfocitaria y con relacién directa con el nimero de partos. Se trata de la fibrosis
periglandular cuya gravedad responde a su caracter de irreversibilidad pudiendo ser
causas de formacion de glandulas quisticas, atroficas y aplanadas. El estroma
caruncular puede aparecer reemplazado por tejido cicatrizal y calcificacion de
porciones necrdticas endometriales; la proliferacion de tejido conectivo fibroso
puede ser causa de aborto (Perusia et al., 1998).

Dentro de los Hallazgos mas comunes en cultivos microbiolégicos de tracto genital
de hembras bovinas se encuentran agentes que hacen parte de la biota normal del
animal y el medio ambiente, los cuales proliferan en un periodo estresante, como lo
es el parto, cambios repentinos de clima, transporte, sobrepoblacion, entre otros y
pueden llegar a ser patdégenos (Azawi, 2008; Galindo et al., 2003), con asociacion
directa a la modalidad productiva, existiendo una prevalencia mayor de colonizacién
bacteriana en ganado bos Taurus estabulado y lechero (Sheldon et al., 2008)

Se evidenciaron bajo tincion de Gramm, cocos Grammpositivos agrupados que
correspondian a la morfologia descrita por el Staphylococcus aureus. Se
evidenciaron cocos Grammpositivos correspondientes a Streptococcus uberis asi
como lo describieron Wagener et al., (2014) y Muskens et al., (2011) lo que tenia
relacion directa con la salud reproductiva posparto en vacas.

Agentes tipo E. coli son los mas reportados por los autores pero otros como
Prevotella melaninogenica, Proteus spp., Fusobacterium necrophorum,
Staphylococcus aureus también son comunes en cultivos a partir de muestras de
hembras clinicamente sanas (Galindo et al., 2003; Sheldon et al., 2008; Williams et
al., 2005) , Trueperella pyogenes en vacas con endometritis clinica es predominante
(Madoz et al., 2014); Prunner et al., (2014a) confirma dicho hallazgo ya que el 30%
de la poblacién evaluada en su estudio revelo presencia de T. pyogenes reportando
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una mayor incidencia en vacas primerizas y aquellas que requieren asistencia
durante el parto. Williams (2005) mediante estudio organoléptico sobre individuos
con flujo purulento fétido acompafado de analisis bacteriano son asociadas grandes
densidades de T. pyogenes, Escherichia coli, Streptococcus no hemolitico y
Mannheimia haemolytica.

Mediante cultivos hechos a partir de muestras uterinas, Muskens et al., (2011)
identificaron que las bacterias mas comunes son Arcanobacteria, E. coli,
Estreptococcus uberis y Estreptococcus dysgalatiae; ademas indico que la Coxiella
burnetii no es una causa importante de metritis en vacas lecheras.

Madoz et al., (2014) mediante cultivo por citocepillo, no aislé bacterias de individuos
con endometritis subclinica mientras que de vacas saludables aislé Citrobacter spp.,
Micrococcus spp., Peptostreptococcus spp. Y bacilos Gramnegativos no
fermentadores. Por otra parte, Prunner et. al., (2014a) obtuvieron una mayor
densidad de crecimiento bacteriano a partir de vacas con endometritis subclinica y
con endometritis clinica que en vacas saludables y aclar6 que el riesgo de padecer
endometritis clinica aumenta en la medida que son mas numerosas las colonias de
T. pyogenes y en general, crecimiento bacteriano.

Conclusiones

El método histopatolégico posee gran utilidad como herramienta para diagnosticar
el estado del endometrio y la salud uterina en vacas lecheras; es vigente con la
disponibilidad actual de centros investigativos y agremiaciones de productores
lecheros. Por su parte, hace falta establecer criterios que cuantifiquen el dafio de
manera mas precisa que la actual con el interés de predecir el futuro productivo de
cada vaca.

El estado microbiolégico del Utero bovino obtenido a partir de porciones tomadas
por biopsia, otorga un acercamiento a su diagnéstico pero contintia siendo inherente
a condiciones reproductivas, idiosincraticas, medioambientales y de la efectividad
de la técnica utilizada en campo. Sin embargo su utilizacion es de vital importancia
para el tratamiento en los cuadros de endometritis causadas por bacterias.
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