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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la relacion entre el nivel de calcio sérico y la
presentacion de endometritis en vacas lecheras postparto. El estudio se realizé con
213 vacas lecheras de raza Holstein de 3 establos lecheros de crianza intensiva de la
provincia de Lima durante 1 afio. Se colectaron muestras de sangre de vacas entre el
dia 1 y 7 postparto. El diagnéstico de endometritis fue realizado el dia 35+3
postparto empleando el dispositivo Metricheck y de acuerdo al Score McDougall.
Las vacas con Score mayor a 1 fueron positivas a endometritis. Se excluyeron del
estudio las vacas que murieron antes del diagnostico de endometritis, vacas que
presentaron distocia, partos dobles o mortinatos, retencion de placenta, metritis
puerperal, hipocalcemia clinica o patologias diferentes al de interés y vacas que
fueron tratadas con calcio. El andlisis del calcio sérico de las vacas seleccionadas se
realiz6 mediante el empleo de un espectrofotémetro y de un kit de diagnostico de
calcio. El punto de corte determinado mediante andlisis de caracteristica operativa
del receptor — ROC (NCa vs. Endometritis) fue de 7.44 mg/dl. En el andlisis de
regresion logistica se consideraron las variables independientes: estacion del afio,
paridad y nivel de calcio (NCa); y la variable dependiente: endometritis. Se
determiné que las vacas con bajo NCa (<7.44 mg/dl) durante la primera semana
postparto tienen mayor riesgo de presentar endometritis comparado con las vacas con
alto NCa (>7.44 mg/dl) (OR ajustado=2.58; p<0.05). Las vacas primerizas tienen
mayor riesgo de presentar endometritis comparado con vacas multiparas (OR
ajustado=8.08; p<0.05). Las vacas que parieron en invierno tienen mayor riesgo de
presentar endometritis comparado con vacas que parieron en verano (OR
ajustado=2.36; p<0.05). El estudio demuestra que el NCa (<7.44 mg/dl) es un factor

de riesgo en la presentacion de endometritis en vacas lecheras post parto (p<0.05).

Palabras clave: Nivel de calcio, endometritis, vacas lecheras, post parto, Lima

vii



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the relationship between serum calcium levels and
the presentation of endometritis in post-partum dairy cows. The study included 213
Holstein dairy cows from 3 intensive dairy farms in the province of Lima for 1 year.
Cows blood samples were collected between the first and seventh postpartum days. The
diagnosis of endometritis was made at 35th + 3 day postpartum, using the Metricheck
device and the McDougall score. Cows with a McDougall Score greater than 1 were
considered positive for endometritis. We excluded cows that died before the diagnosis
of endometritis, cows with dystocia, double births or stillbirths, placental retention,
puerperal metritis, clinical hypocalcemia and those that were treated with calcium or
had another pathologies. The analysis of serum calcium from selected cows was done
by spectrophotometer. ROC cut-off point (Calcium level vs. Endometritis) was 7.44
mg/dl and we defined high or low calcium levels considering this value. Logistic
regression considered season of the year, parity and calcium levels as independent
variables; and endometritis as dependent variable. We determinated that cows with low
(<7.44 mg/dl) calcium levels during the first week post-partum had a higher risk to
develop endometritis compared with cows with high (>7.44 mg/dl) calcium levels
(adjusted OR = 2.58; p<0.05). Primiparous cows were at higher risk of endometritis
(adjusted OR = 8.08; p <0.05) compared to multiparous cows. Cows that gave birth in
winter were at higher risk of endometritis (adjusted OR = 2.36, p<0.05) compared to
cows that gave birth in the summer. The study concludes that low serum calcium level
(<7.44 mg / dl) is a risk factor in the presentation of endometritis in post-partum dairy

cows (p<0.05).

Key words: Calcium level, endometritis, dairy cows, post partum, Lima
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I. INTRODUCCION

Un establo lechero se sostiene en base a cudn répido logra prefiar sus vacas; cuando
las vacas se demoran en prefiar, se retrasan los partos y no se genera un flujo adecuado
de vacas en lactacidn, lo cual puede ser causa de desmedro productivo del establo. Los
ganaderos saben que la eficiencia reproductiva de un hato lechero es un componente
importante de la rentabilidad en sus establos (Bisinoto et al., 2012), sin embargo, la
eficiencia reproductiva sigue siendo un punto débil en la industria. Diversos estudios
reportan bajas tasas de concepcion al primer servicio (Pryce et al., 2004; Norman et al.,
2009; Dillon et al., 2006; Macdonald et al., 2008) y bajas tasas de servicio en los establos
lecheros del Pertd y del mundo (Sandoval et al., 2016; Caraviello et al., 2006)

Se sabe que la etapa post parto de la vaca lechera es un periodo muy importante debido
a que en esta etapa se presentan una serie de eventos que preparan al animal para una
siguiente concepcion (Bajcsy et al., 2005; Noakes, 2009). Sin embargo, durante esta etapa
se presenta una serie de alteraciones que pueden poner en riesgo la eficiencia reproductiva
del animal, tales como distocias, retenciones de membranas fetales, hipocalcemias,
cetosis, entre otros. Se ha comprobado que las enfermedades uterinas afectan el

restablecimiento del aparato reproductivo y generan un efecto negativo en el desempeiio



reproductivo del animal (Heppelmann et al., 2015; Noakes, 2009). Estas alteraciones en
el dtero extienden el periodo parto-concepcion, aumentan el nimero de inseminaciones
por concepcién (Gilbert et al., 2005, Kim y Kang, 2003) e incrementan la tasa de
sacrificio (LeBlanc et al., 2002, Gilbert et al., 2005).

Una de las enfermedades uterinas de mayor importancia que afectan a las vacas
lecheras es la endometritis. A pesar que esta alteracion es descrita como la forma menos
severa de enfermedad uterina; causa subfertilidad e infertilidad aun después de la
resolucion de la enfermedad (Herath et al., 2006). He ahi su importancia, ya que existe la
necesidad de evaluar factores que podrian estar relacionados a su presentacion. Algunos
estudios evidencian que existe una asociacion entre los niveles de calcio sérico post parto
y la presentacion de enfermedades uterinas.

Esta asociacion se plantea debido a que el calcio es un elemento que interviene en
numerosas funciones fisiologicas, entre ellas la contracciéon muscular (Goff, 2010) y la
actividad del sistema inmune (Kimura et al., 2006). Todas las vacas lecheras presentan
niveles bajos de calcio en los primeros dias post parto (Harris, 1981), debido a la gran
demanda de calcio generado por la produccion de calostro y leche. Se ha demostrado que
estos niveles bajos de calcio aumentan el riesgo de presentacion de enfermedades como
desplazamiento de abomaso a la izquierda (Goff, 2008), metritis (Martinez et al., 2012)
e incluso generan un aumento en el nimero de animales destinados a saca en la lactancia
temprana (LeBlanc et al., 2002a; Gilbert et al., 2005; Duffield, 2006). Esto conlleva a la
necesidad de investigar si los niveles de calcio durante la etapa temprana post parto son
un factor de riesgo para la presentacion de endometritis. Por lo tanto, el presente trabajo
tiene la finalidad de investigar la relacion existente entre los niveles de calcio sérico y la

presentacion de endometritis en los establos lecheros de crianza intensiva de Lima.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Fisiologia del calcio

El calcio es el quinto elemento mds abundante en el cuerpo, representando
aproximadamente el 1,5% del peso corporal. Numerosas funciones fisiolégicas como la
contraccion muscular, la secrecion de las hormonas, la activacion enzimatica, la division
celular, la estabilidad de la membrana celular, la excitabilidad neuromuscular y la
coagulacion de la sangre son dependientes del calcio (Goff, 2010).

La mayor proporcién de calcio se encuentra en los huesos (99%) y solamente el 1%
restante se encuentra en la membrana celular, la mitocondria, el reticulo endopldsmico y
el fluido extracelular (Costanzo, 2000). La concentracién de calcio en el plasma es de 10
mg/dl. Aproximadamente el 5% se encuentra formando complejos con aniones (citrato,
bicarbonato, fosfato y lactato), el 40% se encuentra unido a proteinas y el 55% del calcio
se encuentra en forma libre o i6nico (figura 1) (Guyton y Hall, 2008), el cual cumple la

funcion fisioldgica en el organismo (Goff, 2010).
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Figura 1. Distribucién del calcio en el organismo. Fuente: Guyton y Hall, 2011.

2.1.1. Regulacion del calcio

Las concentraciones de calcio i6nico extracelular son reguladas por un sistema que
incluye tres hormonas, tres sistemas corporales y un receptor sensible a calcio (CaR)
(Goft, 2010). Cuando estos procesos regulatorios funcionan en equilibrio se mantiene la
homeostasis del calcio.

Las hormonas encargadas de la regulacién del calcio son (figura2): a) hormona
paratiroidea (PTH), b) calcitonina y ¢) vitamina D3 activa o calcitriol (1,25-(OH)2 D3).
A su vez, los sistemas corporales estin conformados por el sistema renal (rifiones),
sistema gastrointestinal (intestino) y sistema 6seo (huesos) (Goff, 2010).

El CaR se encuentra en la gldandula paratiroidea, posee siete dominios transmembrana
acoplados a una proteina G y se activa con los cambios de concentraciéon del Ca
extracelular. La activacion de CaR inhibe la secrecion de PTH y estimula la secrecion de

calcitonina, dependiendo de las concentraciones del calcio sérico (Goff, 2010).



Cuando las concentraciones de calcio sérico disminuyen por debajo de 10 mg/dl, se
genera la estimulacion del CaR de la gldndula paratiroidea. El estimulo de dicha glandula
promueve la formacion y liberacion de la PTH. El incremento de la PTH en sangre actia
de las siguientes maneras: a) estimula la absorcion renal de Ca mediante la bomba
Ca/ATPasa, b) promueve la resorcion dsea a través del aumento de la actividad de los
osteoclastos y ¢) estimula la conversion de Calcidiol (25 hidroxicolicalciferol) a calcitriol
(1,25-(OH)2D3) en el rifién, mediante la accion de la 1alfa hidroxilasa.

El calcitriol (1,25-(OH)2D3) circulante en sangre incrementa la captacién de Ca a
nivel intestinal mediante la activaciéon de la calbindina, proteina de unién al calcio
(Guyton y Hall, 2008). La concentracion de calcitriol en sangre requerida para producir
un aumento significativo en el transporte de calcio a nivel intestinal se genera dentro de
24 horas del inicio de estimulacién de la PTH. A su vez, la resorcion ésea se genera luego
de 48 horas post estimulacion de la PTH. Cuando las respuestas de adaptacion de estos
mecanismos compensatorios se prolongan, se presenta la hipocalcemia clinica o fiebre de

la leche (Harris, 1981).

HOMEOSTASIS DEL CALCIO

)\{. Ca?

1 Ca?- T Calcitonina

Figura 2. Hormonas encargadas de la regulacion del calcio. Fuente: Goff. 2010.



Por otro lado, cuando las concentraciones de Ca se incrementan, los CaR de la glandula
paratiroidea inhiben la secrecion de PTH y estimulan la secrecion de calcitonina, de modo
que se genere la homeostasis del calcio (Goff, 2010).

Es necesario mencionar que durante el periodo de seca de la vaca lechera los
mecanismos de compensacion no responden adecuadamente y todas las vacas presentan
niveles bajos de calcio sérico en los primeros dias post parto (Harris, 1981). Esto se debe
a que los 6rganos que responden al aumento en la demanda de calcio no se adaptan
inmediatamente, razon por la cual la homeostasis del calcio no ocurre hasta varios dias

después del parto (Andresen, 2001).

Ademas, existen factores que alteran la homeostasis del calcio y predisponen a la
presentacion de la hipocalcemia. La alcalosis metabdlica genera un cambio
conformacional en los receptores de la PTH. Por consiguiente, provoca la disminucion de
la sensibilidad a la PTH que impide la resorcion osteocléstica, la reabsorcion renal de
calcio y la conversion de Calcidiol a calcitriol, lo cual limita la absorcion intestinal del
calcio dietario. La alcalosis metabdlica es una alteracion en el equilibrio dcido base y
puede deberse a dietas con una diferencia cation anidnico positiva generado por un exceso

de cationes de facil absorcién como el potasio y el sodio (Andresen, 2001; Goff, 2010).

2.1.2. Rol del calcio en la contraccion del muasculo liso

El musculo liso es un componente importante de los 6rganos huecos del organismo
(Walsh, 2011) tales como el tracto intestinal, el abomaso, el rumen, el ttero, la vejiga,
entre otros (Salido, 1996). Estas células tienen la capacidad de generar la contraccion y

relajacion de las paredes de dichos o6rganos (Hill er al., 2011; Walsh, 2011). Esta



capacidad le permite realizar cambios dindmicos en el didmetro luminal de los 6rganos y
controlar una amplia gama de procesos fisiologicos (Hill ez al., 2011; Walsh, 2011). Estos
procesos comprenden el flujo de sangre, la continencia urinaria, el parto, la digestion,
entre otros (Walsh, 2011).

El musculo liso se clasifica, segin el acoplamiento eléctrico de las células, como
multitudinario o unitario. El musculo liso unitario posee uniones brecha entre células, las
cuales son vias de baja resistencia para el flujo de corriente que permite el acoplamiento
eléctrico intercelular. A través de las uniones brecha, los potenciales de accidén se
propagan de manera simultdnea en las células y se genera una contraccién coordinada de
todo el 6rgano (Costanzo, 2000). El musculo liso unitario se encuentra en 6rganos tales
como los vasos sanguineos, los intestinos, la vejiga urinaria, uréteres, vias respiratorias,
vasos linféticos, el pene y utero (Costanzo, 2000; Hill et al., 2011).

La contraccién muscular es un proceso altamente regulado, que depende de la
concentracion de calcio libre en el citoplasma (Reyes y Zarain, 2006). En la
despolarizacién de la membrana, el ingreso de Ca a las células del musculo liso se realiza
mediante tres vias (figura 3): a) canales de Ca dependientes de voltaje (principal via), b)
canales controlados por ligandos en la membrana sarcolémica y ¢) mediante la liberacion
de las reservas de Ca desde el reticulo sarcopldsmico por mecanismos controlados por
receptores como el indositol trifosfato (IP3) (Costanzo, 2000) y la rianodina (RyR) (Hill

etal.,2011).



CELULA DEL MUSCULO LISO

Canal de Ca
controlado por

Hormona o 5
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controlados
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* Canaldeca?
controlado por
ligandos

Reticulo
sarcoplasmico

Figura 3. Mecanismos para incrementar el [Ca?*] intracelular en la célula del musculo
liso. (ATP, trifosfato de adenosina; G, proteina unida a GTP, IP3, inositol 1,4,5-trifosfato;
PIP,, fosfatidilinositol4,5-difosfato; PLC, fosfolipasa; R, receptor para hormona o

neurotransmisor). Fuente: Costanzo, 2000.

La contraccion del musculo liso se inicia debido a la activacion de los canales de Ca2+
(Reuter 1979; Tsien 1983; Bers 2002). La activacion de los canales de Ca 2+ genera
directamente el aumento de la concentracion citoplasmatica del calcio e indirectamente
activa los receptores de Rianodina (Reuter 1979; Tsien 1983; Bers 2002) y estimula la
liberacion de calcio proveniente del reticulo sarcoplasmico (Catterall, 2011). Cuando la
concentracion de Ca2+ intracelular saturan los sitios de uni6n restantes de Ca-
calmodulina, se induce un cambio conformacional, que se traduce en la activacion de la
enzima cinasa de la cadena ligera de miosina (Walsh, 2011). Esta enzima genera la
fosforilacion de la miosina, lo cual desencadena el ciclo de puente cruzado (cycling

crossbridge) y la consiguiente contraccion muscular (figura 4) (Allen y Walsh, 1994).
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Figura 4. Cadena de reacciones producto del aumento de Ca** intracelular. (MLCK,
miosina cinasa de cadena ligera; CLM, cadena ligera de miosina; RS, reticulo

sarcopldsmico). Fuente: Guyton y Hall, 2012.

Cuando la concentracion de calcio en sangre se encuentra disminuida se reduce la
contracciéon del miusculo liso (Goff, 2008) y se afecta negativamente la motilidad del

rumen, del abomaso, del ttero y del esfinter del pezén (Goff, 2010).

2.1.3. Rol del calcio en el sistema inmune

En la etapa post parto, el sistema inmune innato es el mecanismo predominante
encargado de la defensa temprana del dtero en involucién y es facilitada por los leucocitos
polimorfonucleares (PMN) (Hammon et al., 2006). De los PMN, los neutréfilos son la
primera linea de defensa contra los patégenos en los procesos infecciosos (Nathan, 2006).

La acciéon de los neutréfilos en la eliminacion de los patégenos invasores se da
mediante la fagocitosis, la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y las

trampas extracelulares de neutréfilos (NET’s). Los dos primeros se complementan con
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péptidos antimicrobianos y enzimas proteoliticas presentes en las vacuolas (Burgos et al.,
2011), mientras que los NET’s son un mecanismo adicional de eliminacién de los
patogenos extracelulares (Brinkmann ef al., 2004; Brinkmann y Zychlinsky, 2007 y Fuchs
et al.,2007).

La accién de los neutrdéfilos, depende de un adecuado reclutamiento y una adecuada
activacion de los mismos. Estos dos procesos son considerados puntos criticos durante
las primeras etapas de la infeccion (Hill ef al., 1984). Ambos procesos estdn controlados
por la accién de quimiocinas como el factor activador de plaquetas (PAF), el
complemento 5a (C5a), el leucotrieno B4 (LTB4) y la interleucina (IL-8). Estas
quimiocinas ejercen su funcién a través de receptores acoplados a proteina G en la
membrana plasmatica (Boulay et al., 1997). La variacion de las concentraciones de calcio
intracelular es un evento de vital importancia para que se produzca un adecuado
reclutamiento y activacion de los neutréfilos (Burgos et al., 2011).

El aumento de la concentracion de calcio intracelular es uno de los primeros eventos
durante el proceso de activacion de los neutréfilos (Burgos et al., 2011). El calcio
intracelular aumenta debido a la liberacion espontidnea de Ca desde los almacenes
intracelulares (reticulo endopldsmico), mediante tres mecanismos. Los mecanismos son:
ATPasa de Ca2+ del reticulo sarco/endopldsmico, Inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3) y del
aumento del influjo de [Ca2+] a través de la membrana plasmatica (Burgos et al., 2011).
Posteriormente, esta disminucion de la concentracion de Ca2+ en el reticulo
endopldsmico, activa los canales de Ca2 + de la membrana plasmadtica, con la finalidad

de adquirir nuevas reservas.
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Este proceso retrogrado es denominado "entrada de Ca2 + de entrada almacenada"

(SOCE por su sigla en inglés, store operated calcium entry. Figura 5) (Parekh y Putney,

2005).
Ca?*=103 Ca?*
M Caz*=107M
RE :
Ca?t Ca™* . 2+
a C32+ Caz+ Ca
& car Ca* Ca*
9=
.-.‘,'o

En reposo Activado

Figura 5. Proceso de entrada de Ca’* de entrada almacenada (SOCE).
(InsP3R receptor del inositol 1,4,5-trifosfato; RE, reticulo sarcopldsmico; SERCA (sarco-
endoplasmic reticulum adenosine triphosphatase), ATPasa de Ca2+ del reticulo
sarco/endopldsmico; STIMI (stromal interaction molecular), proteina de recaptacion de

calcio). Fuente: Burgos et al., 2011.

El proceso de regulacién de Ca (SOCE) controla una amplia variedad de funciones
celulares, tales como la proliferacion celular, la muerte celular y la actividad enzimatica
como de la adenilil ciclasa y la 6xido nitrico sintasa constitutiva (Parekh y Putney, 2005).
Ademads, controla el estallido respiratorio, la degranulaciéon y la motilidad de los
neutréfilos (Hallett er al., 1990, Kankaanranta et al., 1995, Steinckwich et al., 2007,
Tarlowe et al., 2003).

El estallido respiratorio es un proceso esencial de la funcién biocida de los neutréfilos.

Este es un mecanismo dependiente de oxigeno mediante el cual el neutréfilo genera
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especies reactivas de oxigeno tales como, anién superéxido (02-), peréxido de hidrégeno
(H202), y 4cido hipoclérico (HOCI) (Nathan, 2006). Una de las principales fuentes de
produccién de ROS se da mediante la activacion del sistema de nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa (figura 6) (Nathan, 2006). La NADPH oxidasa
activada produce O2- en el fagosoma, el cual es el compuesto basico para la formacion
de H202 mediante el que se genera el HOCI (Nathan, 2006; Segal, 2005; Smith, 1994).
Es necesario mencionar que el aumento en la concentracion de Ca 2+ intracelular induce
la produccién de O2- intracelular (Granfeldt et al., 2002). Un estudio concluyé que el
aumento de Ca 2+ inducido experimentalmente es suficiente para conseguir una

produccion intracelular adecuada de radicales de oxigeno (Dahlgren et al., 1992).

C32+

RE

Figura 6. Rol del SOCE en la activacion del NADPH oxidasa en la fagocitosis.
(NADPH, sistema de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato; InsP3, inositol 1,4,5-
trifosfato; InsPsR, receptor del inositol 1,4,5-trifosfato; RE, reticulo sarcoplasmico; PLC,
fosfolipasa; G, Proteina unida a GTP; STIM1 (stromal interaction molecular), proteina de

recaptacion de calcio). Fuente: Burgos et al., 2011.
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Ademas, el incremento de Ca intracelular esta involucrado en la liberacion de la
mieloperoxidasa al momento de la degranulacion neutrofilica. La acciéon de la
mieloperoxidasa permite que el H202 oxide al Cl- y se forme el HOCI, principal arma de

los neutréfilos contra los microbios (Nathan, 2006; Segal, 2005; Smith, 1994).

La degranulacién neutrofilica es otro proceso importante en la accion bactericida del
neutréfilo. Los neutréfilos contienen granulos implicados en la destruccidn intracelular
de microorganismos (Rausch y Moore, 1975; Gennaro et al., 1983; Baggiolini et al.,
1985). Estos granulos son de tres tipos: azurdéfilos, especificos o secundarios y terciarios
(Rausch y Moore, 1975; Gennaro et al., 1983; Baggiolini et al., 1985). El proceso de
degranulacion neutrofilica se genera por el aumento transitorio del Ca2+ intracelular
inducido por quimiocinas como la N-formil metionil leucil fenilalanina (fMLP) (Lew et
al., 1986).

Se ha demostrado experimentalmente que cuando se impide el aumento transitorio del
Ca2+ intracelular, mediante la accién de quelantes, se produce una falla en el proceso de
degranulacion. El cual puede ser inducido mediante la estimulacién del influjo de Ca2+
(Niessen et al., 1991). Aunque las moléculas diana especificas para el Ca2+ en el proceso
de degranulacién de los neutréfilos atin no han sido identificados (Lacy, 2006), estos
datos sugieren que la inhibicién de SOCE altera la degranulacién neutrofilica y reduce su
eficiencia durante el proceso inflamatorio (Burgos et al., 2011).

Ademads, los cambios en el pH intracelular (pHi) tienen un papel critico en el proceso
inflamatorio (Sandoval et al., 2007). Funciones como el comportamiento microbicida, la
migracion celular, la generacién de oxidante intracelular, la citotoxicidad de células
tumorales y la exocitosis de granulos azurdfilos, son dependientes del pH (Roos y Boron,

1981, Simchowitz y Cragoe, 1986; Trevani et al., 1999). Estos cambios en el pHi son
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inducidos por quimiocinas tales como fMLP, LTB4, PAF, C5a (Hidalgo et al., 2004;
Osaki et al., 1989, Simchowitz, 1985) y el Ca2+ (Bankers-Fulbright e al., 2004).

Estudios proponen que el CA2+ estd implicado en los cambios de pHi en los
hepatocitos, plaquetas y eosindfilos (Bankers-Fulbright et al., 2004; Gende, 2003;
Martin-Requero et al., 1997). Otro estudio demostré que la inhibicion de la entrada de
calcio redujo la alcalinizacién intracelular inducida por PAF y que los supuestos
inhibidores de SOCE interfirieron con el aumento de pHi, afectando vias de sefializacién
(PI3K-ERK1/2) en los neutréfilos bovinos (Sandoval et al., 2007).

Finalmente, estudios reportan que la inhibicién de la afluencia de calcio reduce la
respuesta de PAF (Conejeros et al., 2010; Sandoval et al., 2007) y otros agentes
proinflamatorios en neutrdfilos, tales como LTB4 (Salmon y Ahluwalia, 2010), C5a
(Dore et al., 1990, Monk y Partridge, 1993) o IL-8 (Schaff et al., 2008).

En resumen, el Ca intracelular es un mensajero secundario implicado en el control de
procesos como la formacion de NET, la generaciéon de ROS, la liberacion de granulos,
los cambios en el pH intracelular, asi como en la expresion de citoquinas en la mayoria
de las células del sistema inmunoldgico, incluyendo neutréfilos (Burgos et al., 2009;
Pali’c et al., 2007). Considerando el importante rol que desempeiia el calcio en el sistema
inmune, es de suponer que los niveles bajos de calcio en la etapa post parto causan
inmunosupresion, el cual se genera por el agotamiento del almacenamiento de Ca a nivel
intracelular (Kimura er al., 2006). De modo que, cuando las reservas de calcio son
insuficientes, la respuesta de las células inmunitarias a los estimulos activadores se

atenua.
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2.2. Hipocalcemia

2.2.1. Definiciéon

La hipocalcemia es un trastorno metabdlico del post parto temprano, en el cual los
mecanismos homeostéticos del animal no logran mantener las concentraciones normales
de Ca en sangre (Goff y Horst, 1997). Esta alteracion ocurre debido a la gran demanda
de calcio (entre 20 a 30 g de calcio al dia) al inicio de la lactacién y a la incapacidad del
animal para aumentar la movilizacion de calcio mediante la resorcion dsea y la absorcién
intestinal (figura 7) (Goff, 2010).

La hipocalcemia puede presentarse de dos formas, una presentacion clinica y otra
subclinica. Se considera que un animal presenta hipocalcemia subclinica cuando la
concentracion sérica de Ca se encuentra entre 5.5 and 8.0 mg/dl (Goff, 2008). La
hipocalcemia subclinica no presente signos clinicos (Goff, 2010). Casi el 50% de las
vacas de produccidén lechera experimentan una hipocalcemia subclinica dentro de las 24
horas post parto (Goff, 2010). Si bien, esta enfermedad no manifiesta signos clinicos, la
hipocalcemia subclinica produce una disminucién de la contractilidad ruminal y
abomasal, lo cual reduce la ingesta de alimento (Goff, 2010). Asi también, la
hipocalcemia subclinica afecta negativamente la contractilidad uterina y del esfinter del
pezon, lo que contribuye a la presentacion de metritis, mastitis, y retencion de placenta

(Goft, 2010).
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Figura 7. Respuesta homeostatica del calcio en la vaca al inicio de la lactacion.

Fuente: Goff, 2010.

La hipocalcemia clinica, denominada cominmente fiebre de la leche o paresia
puerperal y se presenta cuando los niveles de calcio sérico se encuentran por debajo de 5
mg/dl (Goff, 2010). Esta alteracion se presenta cominmente en el 5% del ganado adulto
de alta produccién (Goff 2010; Youngquist y Threlfael, 2007). Esta enfermedad ocurre
dentro de las 48 horas post parto, aunque un pequefio porcentaje de los casos pueden
presentarse antes del parto, entre las 48 y 72 horas postparto, asi como en el pico de
lactacion (Goff, 2010; Youngquist y Threlfael, 2007). Los signos clinicos de la
enfermedad se manifiestan mediante postracién, incapacidad para levantarse y
presentacion de fasciculaciones principalmente en los musculos de las extremidades y del
cuello (Goff, 2010; Youngquist y Threlfael, 2007). Esto es debido a la pérdida progresiva
de la funcién esquelética, cardiaca y del musculo liso generado por la disminucién

exacerbada de la concentracion de calcio (Youngquist y Threlfael, 2007).
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2.2.2. Epidemiologia

La hipocalcemia, es uno de los trastornos metabdlicos mds importante que afecta a las
vacas lecheras de transiciéon (Mulligan et al., 2006). Segin Goff (2010), casi el 50% de
las vacas de produccion lechera experimentan una hipocalcemia subclinica a las 24 horas
post parto. En otros estudios, se obtuvieron resultados similares a los obtenidos por Horst
et al. (2003) y Reinhardt et al. (2010), quienes reportaron que aproximadamente el 50%
de vacas lecheras adultas experimentan hipocalcemia subclinica al momento del parto.
Por otro lado, otro estudio obtuvo un rango de prevalencia entre 20 a 40% de
hipocalcemia subclinica post parto (Duffield, 2006).

Al comparar la prevalencia de la hipocalcemia subclinica en diversos estudios se puede
observar que los resultados son muy variables. Esto es debido a que los rangos de
prevalencia dependen del punto de corte determinado para definir la enfermedad
(Duffield, 2006). La literatura de fisiologia humana considera como punto de corte el
valor de 8.0 mg/dl para definir hipocalcemia subclinica (Guyton y Hall, 2008). Duffield
(2006), determinan que el punto de corte de hipocalcemia subclinica asociado al riesgo
de sacrificio en la lactancia temprana en vacas de produccién lechera es de 7.21 mg/dl.
Asi también, Roberts er al., (2012) determinaron el valor de 8.82 mg/dl, asociado al
mismo riesgo. Por otro lado, Martinez et al., (2012) sefiala como punto de corte el valor
de hipocalcemia subclinica asociado al riesgo de presentaciéon de metritis es de 8,59
mg/dl. Esto hace pensar que no hay un punto de corte fijo para discernir entre
normocalcemia e hipocalcemia y que esta puede variar de acuerdo a la presentacion de la
enfermedad, a la alteracion a la cual este ligada e incluso al lugar y sus caracteristicas en

donde se realice el estudio.
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Por otro lado, Andresen (2001), sostiene que la hipocalcemia subclinica ocurre,
durante los primeros dias post parto, mientras los intestinos y huesos se adecuan a las
demandas por calcio debido a la lactancia. Sin embargo, considera la existencia de
factores de riesgo que reducen el eficiente funcionamiento de uno o mds de los
mecanismos encargados de la regulacién del calcio. Los principales factores de riesgo
que reducen la homeostasis del calcio son: a) el equilibrio dcido-bdsico de la vaca al
momento del parto, b) la edad de la vaca relacionada al ndmero de partos y c) la raza.

Uno de los principales factores de riesgo al momento del parto consiste en la
presentacion de alcalosis metabdlica. Esta alteracion en el equilibrio dcido-base puede
deberse a una dieta con exceso de cationes de fécil absorcion (K y/o Na). La alcalosis
metabolica afecta la actividad de la PTH debido a la alteraciéon conformacional de los
sitios de unién de los rPTH. Esto disminuye la resorcion 6sea, asi como la produccién de
Calcitriol (1,25(0OH)2-D3). De este modo, se reduce la capacidad de homeostasis del
calcio en el organismo para ajustarse con éxito a la demanda de Ca al inicio de la lactacion
(Andresen, 2001).

Segtiin Andresen (2001), las vacas de primer parto son muy poco probables de
presentar hipocalcemia clinica. Esto se puede explicar debido a que las vacas de primer
parto tienen menor produccién de calostro y leche, poseen mds osteoclastos y mads
receptores intestinales de vitamina D. En la figura 8 se muestran resultados obtenidos en
un estudio realizado por Reinhardt et al. (2010), en el cual se grafica como el aumento de
la edad estd relacionado a la presentacion de hipocalcemia subclinica. Se puede observar
que conforme aumento del nimero de lactaciones se genera un incremento en la
prevalencia de hipocalcemia subclinica, debido a un incremento en la produccién lechera

en relacion al nimero de partos.
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Figura 8. Relacion entre el niimero de lactaciones y la prevalencia de la hipocalcemia
subclinica en muestras recolectadas dentro de las 48 horas post parto. Fuente: Reinhardt

et al.,2010.

Por dltimo, la raza es otro factor de riesgo que reduce la homeostasis del calcio. La
raza mds susceptible es la Jersey, esto debido a que el calostro y la leche producidos por
esta raza contienen mayor cantidad de calcio. Ademas, esta raza posee menos cantidad de
receptores intestinales de vitamina D, importante en la captacién de calcio dietario

(Andresen, 2001).

2.2.3. Repercusion de los bajos niveles de calcio sobre el desempeio

reproductivo y la salud de las vacas lecheras

Se requiere una pronta reanudacion de las funciones uterinas y ovdricas para lograr
que una vaca tenga un ternero cada doce a trece meses (Noakes et al., 2001). Eventos
como el retorno de la actividad ciclica ovarica, la involucion uterina o la eliminacion de

la contaminacién bacteriana en el dtero, son necesarios para lograr una 6ptima fertilidad

19



(Sheldon y Dobson, 2004). Sin embargo, existen enfermedades metabdlicas como la
hipocalcemia que pueden afectar negativamente el desarrollo de estos eventos claves en
el periodo post parto.

Estudios sugieren que la hipocalcemia prolonga el periodo del parto a la concepcion,
aumenta el nimero de inseminaciones por concepcion (Gilbert ef al., 1993; Kim y Kang,
2003) y aumenta las tasas de sacrificio (LeBlanc et al., 2002a, Gilbert et al., 2005).
Reinhardt et al. (2010), sostiene que la hipocalcemia contribuye a la presentacion de
infecciones uterinas. Esto se podria explicar porque los bajos niveles de calcio reducen la
capacidad de las células inmunes para responder a los estimulos y disminuyen el tono del
musculo liso presente en el dtero (Kimura et al., 2006; Chamberlin et al., 2013).

Asi también, se ha reportado que los bajos niveles de calcio producen una disminucién
de la contractilidad del rumen y del abomaso (Goff, 2010). Por lo tanto, se reduce la
ingesta de materia seca y el proceso de la rumia, lo cual aumenta el riesgo de presentacién
de enfermedades como cetosis, desplazamiento de abomaso (Goff, 2010).

En un estudio realizado por Silva et al. (2011), se analiz6 la frecuencia de presentacién
de casos de desplazamiento de abomaso a la izquierda en 10 establos lecheros de Lima
durante un periodo de 5 afios (2000 — 2004). En este estudio se reportd la presentacion de
121 casos de desplazamiento de abomaso, de los cuales el 65.3% ocurrieron entre la
segunda y cuarta semana post parto. Con estos resultados Silva et al., (2011) sugiere que
las vacas con desplazamiento de abomaso a la izquierda pudieron haber presentado
hipocalcemia subclinica.

Por otro lado, diversos estudios demuestran que al variar el Balance Catién Aniénico
de la dieta (DCAD) preparto se puede favorecer una ligera acidosis metabdlica capaz de

atenuar la disminucién de los niveles de calcio (Tucker et al., 1992; Goff y Horst, 1997).
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Beede (2005), recomienda un DCAD negativo, mientras Horst et al. (1997) determina
que los valores de DCAD deberian oscilar entre -5.0 y -10.0 mEq/100 g MS. Sin embargo,
Guzman et al., (2016) determind que el valor promedio de DCAD en 9 establos que
suministran sales anidnicas en la cuenca lechera de Lima fue de 6.62 + 2.99 mEq/100 g
MS. Por lo que podriamos concluir que los establos que suministran sales aniénicas no
han logrado un adecuado Balance Catién Anidnico dietario, importante para atenuar la
disminucién de los niveles de calcio.

Como se menciond, los bajos niveles de calcio son un factor predisponente para
muchos trastornos durante el periodo de transicion (Mulligan et al., 2006). Las
alteraciones producidas por los bajos niveles de calcio resultan en la disminucién de la
eficiencia reproductiva y productiva del animal, generando importantes pérdidas

econdmicas para la industria lactea (Mulligan y Doherty, 2008).

2.3. Fisiologia del Puerperio

El puerperio se define como el tiempo transcurrido entre el parto y la finalizacién de
la involucién uterina (Sheldon, 2004). Durante este periodo, ocurren simultineamente
cuatro eventos importantes: a) la involucion uterina, b) la eliminacién de la contaminacién
bacteriana, c) la regeneracién del endometrio y d) el retorno de la actividad ciclica ovérica
(Sheldon, 2004; Noakes, 2009).

La involucién uterina es un proceso fisioldgico post parto que consiste en la regresion
del tamafio del ttero, el cual fue modificado durante la gestacion. El periodo de duracién
de este proceso no esta especificado. Algunos autores consideran que este proceso tiene

una duracioén de 25 a 30 dias (Heppelmann et al., 2013; Morrow et al., 1966). Otros
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autores sostienen que el periodo de involucidn uterina consta de 28- 35 dias (Kindahl et
al., 1999; Sheldon et al., 2006). Es importante mencionar que durante las tres primeras
semanas post parto se produce una importante reduccién del tamafio del dtero, después
de este periodo los cambios son casi imperceptibles (Noakes et al., 2001).

El proceso de involucién uterina inicia inmediatamente después del parto, mediante la
contraccion rapida del dtero y del cuello uterino (Sheldon, 2004). Este proceso implica la
ocurrencia de las contracciones uterinas, la retraccion, la necrosis y el desprendimiento
de las capas superficiales de las cartinculas, asi como, la regeneraciéon del endometrio
(Sheldon, 2004).

La necrosis y el desprendimiento de las capas superficiales de las cartinculas ocurre
dentro de los 12 dias post parto (Noakes, 2009). Este proceso contribuye a la formacién
de loquios, el cual es un liquido viscoso que tiene una coloracién que varia entre amarillo
y marrdn, sin olor desagradable (Sheldon, 2004). Los loquios derivan de los fluidos
fetales, sangre de los vasos umbilicales, fragmentos de las membranas fetales, y
principalmente del producto de la necrosis de las carinculas uterinas (Sheldon, 2004;
Noakes, 2009).

A su vez, la regeneracion del epitelio del endometrio inicia inmediatamente después
del parto (Sheldon, 2004). Se produce rdpidamente en aquellas dreas que no fueron
seriamente dafiadas y se completa superficialmente 25 dias después del parto (Sheldon,
2004; Noakes, 2009). A diferencia de las capas mas profundas, las cuales se recuperan
completamente entre 6 a 8 semanas (Sheldon, 2004).

Normalmente el ttero en el periodo preparto se encuentra estéril (Sheldon y Dobson,
2004); sin embargo, en el post parto temprano es comun que se produzca contaminacion

bacteriana en casi todas las vacas lecheras (Sheldon et al., 2002). Al momento del parto
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se alteran las barreras anatdmicas conformadas por la cérvix, la vagina y la vulva, lo cual
predispone el ingreso de bacterias a la vagina y posteriormente al ttero (Sheldon y
Dobson, 2004; Foldi et al., 2006). Empero, esto no es sinénimo de infeccion, ni de
desarrollo de enfermedad uterina (Azawi, 2008). El control de la contaminacion
bacteriana y la inhibicién del desarrollo de un proceso infeccioso depende de la respuesta
del organismo del animal (Lewis, 1997).

Otro evento importante del puerperio es el retorno temprano de la actividad ciclica, ya
que el incremento de los niveles de estrégeno permite que el dtero sea més resistente a la
infeccion (Sheldon, 2006). Por otro lado, la eliminacion de la contaminacién bacteriana
se produce, en parte por la accion de las células inmunes. Este proceso ocurre mediante
la accidn de enzimas, especies reactivas, 6xido nitrico, proteasas, fosfolipidos liberados
por los granulos citoplasmaticos, y la liberacion de citoquinas proinflamatorias (Sheldon,
2004). La eliminaciéon de la contaminacién bacteriana también se genera por la
persistencia de las contracciones uterinas, el desprendimiento del tejido caruncular y la
eliminacion de las secreciones uterinas que promueven la expulsion fisica de las bacterias
(Noakes, 2004).

En conjunto, estos eventos mencionados permiten el restablecimiento del aparato
reproductivo, el cual es necesario para preparar el tracto reproductivo para una posterior
concepcion (Bajcsy et al., 2005; Noakes, 2009). Sin embargo, el periodo puerperal puede
verse afectado por diversos trastornos relacionados al parto y enfermedades puerperales
(Heppelmann et al., 2015). Retencion de membranas fetales, infecciones uterinas
(Heppelmann et al., 2013; Morrow et al., 1966; Fonseca et al., 1983; Mateus et al., 2003),

alteraciones metabodlicas como hipocalcemia y cetosis, pueden afectar el restablecimiento
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del aparato reproductivo y generar un efecto negativo en el rendimiento reproductivo del

animal (Noakes, 2009).

2.3.1. Enfermedades uterinas post parto

Luego del parto, el dtero de cada vaca lechera estd contaminado con miltiples especies
bacterianas (Sheldon e al., 2002). Normalmente, las vacas son capaces de contrarrestar
la contaminacién bacteriana dentro de las primeras cinco semanas después del parto
(Sheldon er al., 2003). Si la contaminacién bacteriana persiste y los mecanismos o
barreras que intervienen en la defensa del organismo fallan, se produce la infeccién o
enfermedad uterina (LeBlanc ef al., 2002b; Lambertz et al., 2014, Azawi, 2008).

Las enfermedades uterinas son trastornos que afectan a las vacas lecheras durante el
periodo post parto (Wagner et al., 2002; Risco y Herndndez, 2003); a su vez, generan
infertilidad durante el proceso infeccioso y puede ser causa de subfertilidad (Azawi,
2008).

Las enfermedades uterinas mas comunes en vacas lecheras son: metritis puerperal,
endometritis y piometra (Sheldon et al., 2006). En promedio, el 20-40% de los bovinos
desarrollan una enfermedad uterina clinica aguda dentro de la semana post parto
(metritis), el 20% tiene una enfermedad clinica persistente 3 semanas después del parto
(endometritis clinica), aproximadamente el 30% tiene una inflamacion crénica subclinica
del utero (endometritis subclinica) (Opsomer et al., 2000; Drillich et al., 2001; Sheldon
et al., 2006; Lincke et al., 2007), y la piometra representa del 2% al 5% de los casos
clinicos de las enfermedades uterinas en las vacas (Mickelsen et al., 1986; Sheldon et al.,

2008).
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La metritis puerperal es una enfermedad sistémica, la cual se presenta dentro de los 21
dias post parto (Drillich ez al., 2001). Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de
descarga uterina acuosa fétida de color rojo-marrén, pirexia (Drillich et al., 2001),
disminucién de la produccién lechera, anorexia, incremento de la frecuencia cardiaca y
deshidratacién (Sheldon et al., 2006). La endometritis clinica se caracteriza por
agrandamiento anormal del didmetro de cuello uterino con presencia de descarga
purulenta o mucopurulenta, presente después de los 21 o 26 dias post parto
respectivamente, lo cual ocurre en ausencia de signos clinicos sistémicos (LeBlanc et al.,
2002b; Sheldon et al., 2006). Mientras que la endometritis subclinica, es la inflamacién
del endometrio en ausencia de signos clinicos y que ocurre a partir de los 21 dias post
parto (Sheldon et al., 2006). Ademds, presenta un porcentaje de PMN > 18% en muestras
de citologia uterina colectadas entre los 21 y 33 dias post parto, o un porcentaje mayor al
10% de PMN en muestras colectadas entre los 34 y 47 dias. (Sheldon et al., 2006).

Por ultimo, la piometra es definida como el actimulo de exudado purulento en el lumen
uterino con la presencia de cuerpo liteo persistente y un canal cervical cerrado (Noakes
et al, 1990; Sheldon et al, 2006; Bondurant, 1999), sin la presencia de signos clinicos

sistémicos (Palmer, 2014).

2.4. Endometritis

2.4.1. Definicion

La endometritis es la inflamacion superficial del endometrio, la cual no se extiende

mads alld del estrato esponjoso y de los tejidos glandulares subyacentes (LeBlanc et al.,

25



2002b, Sheldon et al., 2006). Histolégicamente, se puede apreciar cambios degenerativos
en el epitelio superficial, congestién vascular y migracion de neutréfilos y otras células
inflamatorias (Sheldon er al., 2006; Foldi et al., 2006).

La endometritis puede presentar las siguientes caracteristicas: agrandamiento anormal
del diametro del cuello uterino (LeBlanc et al., 2002b; Sheldon et al., 2006), incremento
de PMN en muestras de citologia uterina (Sheldon et al., 2006) y presencia de descarga
vaginal con flujo mucopurulento o purulento (Sheldon y Noakes, 1998).

Algunos autores la clasifican en endometritis clinica y subclinica. La endometritis
clinica se caracteriza por un agrandamiento anormal del didmetro de cuello uterino (> 7,5
cm) con presencia de descarga purulenta o mucopurulenta después de los 21 o 26 dias
post parto, lo cual ocurre en ausencia de signos clinicos sistémicos (LeBlanc et al., 2002b;
Sheldon et al., 2006). A su vez, la endometritis subclinica se define como la inflamacion
del endometrio en ausencia de signos clinicos y que ocurre a partir de los 21 dias post
parto (Sheldon et al., 2006). Esta alteracion presenta un porcentaje de PMN > 18% en
muestras de citologia uterina colectadas entre los 21 y 33 dias post parto, o un porcentaje
mayor al 10% de PMN en muestras colectadas entre los 34 y 47 dias. (Sheldon et al.,
2006).

La endometritis es la forma menos severa de enfermedad uterina, debido a que la
inflamacién se limita a la superficie del endometrio (LeBlanc et al., 2002b, Sheldon et
al., 2006). Sin embargo, esta alteracion causa infertilidad al momento de la infeccion y

produce subfertilidad atin después de la resolucién de la enfermedad (Herath ez al., 2006).
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2.4.2. Epidemiologia

En promedio, estudios reportan que un 20% y un 30 % de las vacas lecheras
desarrollan endometritis clinica y subclinica respectivamente, en un periodo de 21 dias
post parto (Markusfeld 1987; Borsberry y Dobson 1989; Opsomer et al., 2000; Drillich
et al., 2001; Sheldon et al., 2006; Lincke et al., 2007). En otros estudios, el 15% de las
vacas lecheras desarrollan endometritis clinica (LeBlanc er al. 2002b; Sheldon et al.,
2006) y un 15% de desarrollan endometritis subclinica después de los 21 dias post parto
(LeBlanc et al., 2011).

Los factores de riesgo relacionados con la endometritis son: el grado de contaminacién
del medio ambiente, el parto gemelar, la retencion de placenta y la presentacion de partos
distécicos (Sheldon y Dobson, 2004; Bell y Roberts, 2007). Asi también, alteraciones
como el desplazamiento del abomaso a la izquierda, hipocalcemia y cetosis han sido
asociadas a la presentacion de infecciones uterinas (Sheldon y Dobson, 2004; Bell y
Roberts, 2007). En general, cualquier condicién que altere la inmunidad post parto, se
convierte en un factor predisponente para la presentacion de enfermedades uterinas y el

deficiente desempefio reproductivo (Sheldon y Dobson, 2004).

2.4.3. Diagnéstico

El diagnéstico de endometritis se ha visto obstaculizado por la falta de una definicién
universalmente aceptada (Gilbert et al., 2005; Sheldon et al., 2006). Asi como, por la
busqueda de técnicas de diagnostico simples y eficaces (Barlund er al., 2008). Es

necesario mencionar que todas las vacas post parto experimentan algin grado de
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inflamacion endometrial, el cual estd asociado al proceso de involucién uterina normal.
No obstante, los veterinarios deben ser capaces de identificar con precision las vacas
realmente enfermas (Sheldon et al., 2000).

Durante afios se han utilizado varias técnicas de diagndstico para identificar la
presentacion de endometritis en vacas lecheras. Técnicas como la ecografia, la
vaginoscopia, la citologia uterina, la prueba de MCDougall (Westerman et al., 2010;
Machado et al., 2012a, Machado et al., 2012b) y la palpacion rectal, son los métodos de

diagndstico mas usados.

Por otro lado, algunas herramientas de diagndstico pueden ofrecer ventajas con
respecto a otras (Bicalho et al., 2015) asi como, presentar variacién con respecto al
criterio de evaluacién o con respecto a la sensibilidad y especificidad (De Boer et al.,
2014). Empero, no ha surgido consenso sobre cudl es la herramienta que logre predecir
mejor el impacto negativo en los resultados reproductivos (Bicalho et al., 2015), ni existe
una prueba de oro para el diagndstico de endometritis (LeBlanc et al., 2002a, Williams et

al., 2005).

24.3.1. Palpacion transrectal

El dtero de la vaca se ubica ventral al recto y reposa en el piso de la cavidad pélvica
(Hafez, 2000). Esta ubicacion posibilita su manipulaciéon mediante la palpacién
transrectal (Senger, 2003). La técnica de la palpacion rectal se basa en la estimacién del
tamafio, simetria y consistencia de las estructuras (Azawi, 2008). Esta técnica tiene como
objetivo la deteccion de hallazgos patolédgicos, tales como: incremento del didmetro de
los cuernos uterinos del ttero, contenido fluctuante, pared uterina endurecida; los cuales

se relacionan con signos presentes en la endometritis (Callahan y Horstman, 1993).

28



Segtn LeBlanc et al. (2002*), un didmetro cervical mayor a 7,5 cm a partir de los 21
dias en lactacion es indicativo de endometritis y tiene valor predictivo para la fertilidad.
Sin embargo, el agrandamiento del dtero no es exclusivo de endometritis, puesto que
existen variaciones del tamafo del ttero asociadas con la raza, la edad y la nutricién
(Dohmen et al, 2000; LeBlanc et al., 2002a; Sheldon et al., 2006).

En un estudio se realiz6 la comparaciéon de la estimacién del didmetro cervical
mediante palpacion transrectal y ultrasonografia. El didmetro cervical estimado mediante
palpacién transrectal fue inferior en 0.6 cm con respecto a las medidas estimadas
mediante ultrasonografia. Sin embargo, a mayor didmetro cervical la diferencia de cdlculo
fue mayor y la correlacién entre ambas técnicas fue baja. Encontrandose que las vacas
con un didmetro cervical mayor a 6,0 £ 0,2 cm fueron diagnosticadas erréneamente con
un didmetro cervical mayor a 7,5 cm (Leutert et al., 2013).

La palpacion transrectal es una técnica de uso comtun en el diagndstico de endometritis
en la practica clinica (Heuwieser et al, 2000). Ademads, es el método mds antiguo, mas
empleado y de menor costo en la exploracion del utero en vacas lecheras (Noakes et al.,
2001). Sin embargo, es un método subjetivo y presenta poca asociaciéon con el
rendimiento reproductivo (Sheldon et al., 2006). Ademds de ser considerado un método

de diagnéstico de baja sensibilidad y especificidad (Divers y Peek, 2008).

2.4.3.2. Vaginoscopia

La vaginoscopia consiste en la inspeccion de las estructuras vaginales y cervicales
mediante el uso de un dispositivo denominado vaginoscopio. El vaginoscopio es un
instrumento cilindrico, hueco, con o sin iluminacién y que generalmente estd hecho de

acero inoxidable (Rinaudo, 2012). La evaluacién mediante este dispositivo consiste en

29



observacion de la mucosa de la vagina y la cérvix, evaludndose su coloracién y la
presencia de exudado mucoso o purulento (Rinaudo, 2012). Segin LeBlanc et al., (2002*)
la presencia de moco en la vagina a partir de los 21 dias post parto o la presencia de
descarga mucopurulenta a partir de los 26 dias post parto estdn asociados a la presentacion

de endometritis clinica.

El diagnodstico de endometritis puede verse alterado por la presentacion de vaginitis
debida a cambios conformacionales del periné y la variaciéon del volumen de flujo
encontrado durante la etapa del estro (Hafez, 2000; Kasimanickam et al., 2004). En esta
etapa se produce un aumento en la secrecion de estradiol, lo que genera un aumento de la
producciéon de moco cervical y de las contracciones del miometrio (Hafez, 2000;

Kasimanickam et al., 2004).

A pesar de ello, el uso del vaginoscopio en la deteccion de una descarga vaginal es una
técnica mas precisa para el diagnostico de endometritis que la palpacion rectal (Miller et
al, 1980; Dohmen et al., 1995; Barlund et al., 2008). Es un método de diagndstico que
favorece la determinacion del origen del flujo, el cual puede provenir del ttero, cérvix o
vagina (Williams et al., 2005). En estudio realizado por Barlund et al. (2008), se reporta
una sensibilidad y especificidad de 53.9% y 95.4%, respectivamente, tomando como

referencia diagndstica a la citologia endometrial.

Aunque la vaginoscopia es una técnica bastante precisa mds precisa cuando se
compara con la palpacidn rectal (Miller et al., 1980; Dohmen et al., 1995; Barlund et al.,
2008), este dispositivo se utiliza con poca frecuencia como una herramienta de
diagnéstico de la endometritis en vacas lecheras (Youngquist y Shore, 1997). Esto es

debido a su manejo no es muy sencillo y genera mucho estrés al paciente (Kasimanickam
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et al., 2005). Asi también, puede transmitir enfermedades, es un equipo costoso (LeBlanc

et al., 2002a) y posee una baja sensibilidad (Barlund ez al., 2008).

2.4.3.3. Ultrasonografia

El ultrasonégrafo permite una medicion objetiva del didmetro de los cuernos uterinos
y del cuello uterino, ademds de la visualizaciéon de mucus o pus en el lumen uterino
(Sheldon et al. 2003; Kasimanickam et al., 2004; Kamimura et al., 1993). La evaluacién
de la endometritis mediante ultrasonografia se basa en la visualizacion de fluido
ecogénico mixto dentro de la luz uterina después 21 dias después del parto (Sheldon et
al., 2006).

Estudios demostraron el empleo del vaginoscopio y la palpacién transrectal como
técnicas de diagndstico que consumen menos tiempo y son mds econdmicas que la
ultrasonografia transrectal, sin embargo la ultrasonografia posee mayor sensibilidad y
especificidad (Lambertz et al., 2014). A pesar de ello, el uso de la ultrasonografia
transrectal es muy limitado en los hatos lecheros. Esto se debe principalmente a razones
economicas y logisticas para su aplicacion (McDougall et al. 2007), a pesar de ser una

técnica de diagnodstico inmediato (Barlund et al., 2008).

2.4.3.4. Citologia uterina mediante citocepillo

La técnica de citologia uterina mediante el uso citocepillo se basa en el conteo de
polimorfonucleares observados en las muestras tomadas del raspado de la pared uterina
usando un citocepillo (De Boer et al., 2014). La muestra es extendida en un portaobjetos,

se somete a fijacion, se tifie y finalmente es evaluada a través de un microscopio por
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(Kasimanickam et al., 2005). Para obtener una confiable y adecuada lectura es necesario

contar con un elevado nimero de células bien conservadas (Roszel er al. 1988).

Las muestras colectadas entre los 21 y 33 dias post parto que presentan un porcentaje de
polimorfonucleares mayor a 18% o las muestras colectadas entre los 34 y 47 dias que
presentan un porcentaje de polimorfonucleares mayor que 10%, son diagnosticadas como

positivas a endometritis subclinica. (Sheldon et al. 2006).

Algunos autores consideran que es una técnica factible y segura (Barlund et al., 2008;
kasimanickam et al., 2005). Asi también, esta técnica diagnostica es considerada como la
prueba estdndar para el diagndstico definitivo de endometritis (Griffin et al, 1974,
Bonnett et al., 1991, Kasimanickam et al., 2004, Kasimanickam et al., 2005, Drillich et
al., 2004). Sin embargo, segun otros autores, las muestras tomadas mediante citologia no
son representativas de todo el ambiente uterino y el muestreo de diferentes dreas de la
mucosa uterina podrian dar resultados diferentes (Bicalho et al, 2015). Otro
inconveniente de esta prueba es que no proporciona resultados inmediatos en condiciones
de campo porque es necesario llevar la muestra a un laboratorio para su procesamiento
(Williams et al., 2005, Bicalho et al., 2015), ademds los materiales requeridos no siempre

se encuentran disponibles (Barlund et al., 2008).

2.4.3.5. Prueba de McDougall

La prueba de McDougall es un método usado en el diagndstico de endometritis, que
se basa en la evaluacién macroscépica de la descarga vaginal en la etapa post parto
(McDougall et al., 2007). La muestra se obtiene mediante el empleo de un dispositivo
comercial denominado Metricheck®, el cual colecta el contenido del fondo de la vagina

(McDougall et al., 2007).
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El dispositivo Metricheck ® (figura 9) es una barra de acero inoxidable de 50 cm de
longitud y 8 mm de didmetro. Presenta un mango en el extremo a manipular y un
hemisferio de goma de 2,5 cm de didmetro en el extremo contrario (Runcinam et. al.

2009).

Figura 9. Metricheck™ (Simcrotech, Hamilton, New Zealand; www.simcrotech.co.nz).

Esta prueba se realiza introduciendo el hemisferio de goma por la vulva hasta llegar a
la vagina anterior. Una vez colectada la muestra se somete a la evaluacién macroscépica
(Runcinam et. al., 2009). El flujo visualizado dentro de la superficie céncava o adherido
a la superficie convexa del dispositivo se analiza y clasifica dentro de la escala descrita
por McDougall et al. (2007). Las hembras que presenten una puntuacién mayor a 1 seran
consideradas como positivas al diagndstico de endometritis. (McDougall ef al., 2007). La

puntuacion de la técnica de McDougall se describe en el cuadro 1.

Se ha reportado que el examen del contenido vaginal para la detecciéon de pus y
contenido cervical es la herramienta mads util para el diagnéstico de endometritis (LeBlanc
et al., 2002a; Sheldon y Dobson, 2004). Estudios realizados muestran una correlacion de
la presencia de descarga vaginal purulenta con la existencia de bacterias patégenas en el

utero (LeBlanc et al., 2002b, Williams et al., 2005).
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Entonces, aunque la prueba de McDougall no es evidencia histolégica de inflamacién
endometrial, requerida para el diagndstico definitivo de endometritis (McDougall et al.,
2007). Diversos estudios en hatos lecheros han demostrado que la prueba de McDougall
tiene una buena capacidad diagndstica de 96.2% sensibilidad y 77.6% de especificidad al
ser comparado con el vaginoscopio, el cual tienen una sensibilidad y especificidad de
71.5% y 87% respectivamente (McDougall ef al., 2007; Runciman et al., 2009; Dubuc et
al., 2010a). Y es considerada una técnica alternativa econdémica, no invasiva, efectiva,
facil, y rapida de operar en campo (McDougall et al., 2007; Bicalho et. al., 2015). A
diferencia de otros exdmenes como vaginoscopia, ultrasonografia o citologia; cuyos
requerimientos de tiempo y equipos pueden limitar su uso en los hatos lecheros por

razones logisticas y econdmicas (McDougall et al. 2007).

A pesar del contraste de la sensibilidad y especificidad de las pruebas de diagndstico,
no se ha determinado el beneficio econdmico obtenido por una mayor sensibilidad y
especificidad de las diferentes pruebas para el diagnéstico de las enfermedades uterinas
(De Boer et al., 2014). No obstante, es probable que una cierta reduccion de la
sensibilidad y especificidad en el entorno clinico sea aceptable con el fin de reducir los

costos y el tiempo de obtencién de resultados (De Boer et al., 2014).
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Cuadro 1. Score descrito por McDougall realizado para el diagndstico de

endometritis.
Prueba de McDougall
Score Descripcion Macroscopia

0 Ninguna descarga observable

1 Moco claro y limpio

2 Moco con manchas de material purulento

3 Secreciéon mucopurulenta con menos de 50%
de material purulento

4 Secrecion mucopurulenta con mas del 50% de
material purulento

5 Secrecion mucopurulenta con mas del 50% de
material purulento y con olor fétido
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2.5. Importancia de la endometritis en el desempeiio productivo y reproductivo

La endometritis es una de las enfermedades reproductivas mds importantes de la
industria lechera. Estudios revelaron que un promedio del 28% de las vacas paridas
presentaron endometritis, con una incidencia que oscila entre 5,3 a 52,6% (Dubuc et al.,

2010a; Cheong et al., 2012).

En un metandlisis realizado con 23 estudios relacionados a la presentacion de la
endometritis, se encontré que la presentacion de esta enfermedad aumenta en 15 dias el
promedio de los dias abiertos, disminuye en 31% la tasa de prefiez a los 150 dias en leche
y reduce la tasa de concepcion en un 16% (Fourichon et al., 2000). A su vez, Herath et
al. (2006) han reportado que vacas tratadas exitosamente contra endometritis presentaron
una tasa de concepcion de 20% mds baja comparado con animales sanos y un 3% de
vacas que permanecen infértiles.

En conclusion, la endometritis afecta la eficiencia productiva y reproductiva del
animal (LeBlanc et al., 2002a; Gilbert et al., 2005; Sheldon et al. 2006); estos son de gran
importancia para la industria lechera moderna puesto que repercute en el resultado

econdmico de la empresa y la industria lechera.

2.6. La endometritis en el ganado lechero de Lima

La etapa comprendida entre el primer parto y la eliminacién del animal del hato
lechero corresponde al periodo de vida productiva (Battistini, 1958). Este periodo refleja
la habilidad del animal para no ser descartado por causas como la baja produccion,

presentacion de enfermedades o la baja fertilidad (Vollema, 1996). Sin embargo, las
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causas de descarte deberian ser por razones voluntarias del productor, mas no por razones
involuntarios como problemas locomotores, de salud o reproductivos, entre otros
(Ferguson, 1995).

Estudios realizados en 7 establos de la cuenca de Lima muestra que solo el 57% de las
vacas llegan a tener 4 partos (Salazar, 1993). Esto podria estar relacionado con un estudio
realizado por Orrego et al. (2003), en el que menciona que a través de los afios se ha
observado un incremento en los trastornos de fertilidad en los animales destinados para
descarte. A su vez, determiné que los problemas reproductivos representan el 52,7% del
total de descartes en los establos lecheros de Lima.

Por otro lado, evaluaciones de los pardmetros reproductivos en la cuenca lechera de
Lima, encuentran un promedio de 15.2 meses como intervalo parto-concepcion (Ortiz,
2006), el cual es diferente a los 13 meses sugeridos por Bartolomé y Archbald (2011).
As{ también, la tasa de servicio de los establos lecheros de crianza intensiva de Lima es
de 44.6% (Sandoval, 2016), la cual encuentra se encuentra por debajo del valor

recomendado de 70% por Bartolomé y Archbald (2011).

Si bien, existen estudios de los pardmetros reproductivos de las vacas lecheras en la
cuenca lechera de Lima. No se han realizado estudios acerca de los trastornos de
fertilidad, ni de sus causas, las cuales podrian estar relacionadas a los bajos indices de los

parametros reproductivos reportados.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion y periodo de duracion

El presente estudio observacional se realiz6 en tres establos lecheros de crianza
intensiva de la provincia de Lima. El periodo del estudio fue de un afio, el cual se realizé

durante el afio 2016.

3.2. Recopilacion de datos

Se realiz6 la recopilacion de datos de los registros de los establos muestreados.
Los datos recopilados fueron los siguientes:
A. Datos de los registros productivos:
- Produccion de leche por vaca/dia
- Fecha de control de ordefio
B. Datos de los registros reproductivos:
- Fecha de parto

- Numero de partos
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C. Otros datos

- Fecha del diagnéstico de endometritis
- Enfermedades padecidas por el animal
- Tipo de parto

- Mortalidad del ternero al parto

= Sexo de lacria

3.3. Metodologia empleada en el estudio

3.3.1. Criterios de inclusion de los establos

Los establos seleccionados en el estudio cumplieron los siguientes criterios de
inclusion: se encontraran dentro de la provincia de Lima, fueron establos de produccién
intensiva, su alimentaciéon fue en base a forraje y concentrado, realizaban ordefio
mecanico, realizaban inseminacion artificial, tuvieron mas de 200 vacas en produccion y

tuvieron, en su mayoria, vacas de raza tipo Holstein.

3.3.2. Creacion de un banco de suero

Los establos seleccionados no realizaban la medicién de los niveles de calcio sérico.
Con la finalidad de obtener informacién acerca de los niveles de calcio sérico fue
necesario realizar la coleccion de muestras de todos los animales durante la primera
semana post parto. La creacion del banco de suero permitié obtener informacién de
las vacas que fueron seleccionadas en el estudio, el cual fue realizado posterior al

diagnostico de endometritis.
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3.3.2.1. Obtencion de muestras de sangre

La coleccion de muestras de sangre se realiz6é durante la primera semana post parto
y se muestreé desde el dia 1 hasta el dia 7 post parto (Chapinal et al., 2012). Se ha
demostrado que durante la primera semana post parto se presentan los niveles de
calcio sérico més bajos (Mateus y Lopes da Costa, 2002). Una vez realizada la sujeciéon
del animal, se procedié a limpiar y desinfectar el drea de extraccién de la muestra.
Luego se colecté aproximadamente 6 ml de sangre de la vena coccigea, mediante el
uso de una aguja Vacutainer ® (20 mm x 1’) y un tubo colector, el cual contenia
activador de coagulacién (BD Vacutainer ®). Una vez obtenida la muestra, se rotul6
el tubo con la identificacion de la vaca, fecha de muestreo, establo y alguna
observacion encontrada. Finalmente, los tubos de sangre se mantuvieron a temperatura

ambiente durante 30 minutos (Ribeiro et al., 2013).

3.3.2.2. Obtencion de la muestra de suero

Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 2000 g durante 15 minutos para
lograr la separacion del suero (Ribeiro ef al., 2013). Se almaceno el suero en crioviales
adecuadamente rotulados, posteriormente las muestras se transportaron al laboratorio
dentro de las 5 horas en un recipiente con gel refrigerante. Finalmente fueron

conservadas a una temperatura de congelacion de -20°C (Ribeiro et al., 2013).
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3.3.3. Diagnéstico de endometritis

El diagndstico de endometritis se realizé mediante el dispositivo Metricheck ® y la
evaluacion de la muestra se basé en el score descrito por McDougall et al. (2007). El
diagndstico de endometritis se realiz6 a los 35 + 3 dias post parto. Para la realizacion
del diagndstico de endometritis se prepard una solucién de lavado empleando agua y
yodo povidona al 10% (Dilucién hasta 1:10; Durani y Leaper, 2008) en un recipiente
largo y estable. Luego se sumergio el dispositivo Metricheck en dicho recipiente por
minimo 5 minutos (Durani y Leaper, 2008), con la finalidad de desinfectar el
dispositivo. Se sujeciond adecuadamente al animal para poder realizar el diagndstico
de manera segura. Después, se procedio a realizar el aseo de la vulva, para ello se lavo
con agua y se secO con papel toalla. Posteriormente se coloco una cantidad pequefia
(0.5 ml Aprox.) de gel lubricante en la superficie convexa del Metricheck. Se
entreabrieron los labios vulvares con los dedos, para luego introducir el dispositivo
Metricheck ® hasta que el extremo distal entrara en contacto con la pared del fondo
de la vagina. Se retir6 el dispositivo mediante un movimiento de traccion suave y
firme. El contenido visualizado dentro de la superficie concava del dispositivo se
analizd y clasific6 de acuerdo a la escala descrita por McDougall et al., (2007) (Cuadro
1). Las vacas que presentaron puntuaciéon mayor a 1 fueron consideradas como vacas
con endometritis (McDougall et al., 2007). Una vez finalizado el examen se lavo
minuciosamente el dispositivo Metricheck y se dejo reposar por 5 minutos en la

solucion desinfectante (Durani y Leaper, 2008).
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3.3.4. Medicion de los niveles de calcio sérico

Los niveles de calcio séricos fueron evaluados mediante espectrofotometria
empleando un kit de diagndstico comercial denominado Ca Color AA — Wiener. Las
muestras fueron puestas a temperatura ambiente para generar su descongelamiento y
homogenizadas para su procesamiento. Las muestras de suero fueron evaluadas
mensualmente, con finalidad de acumular un nimero de muestras considerable. Para
cada procesamiento se prepard una muestra blanco, una muestra estindar y el conjunto
de muestras a evaluar. La preparacion de la muestra Blanco consistié en la mezcla de
I ml de la solucién O-cresolftalein complexona y 8-hidroxiquinolina (Reactivo A), 1
ml de la solucién aminometil propanol (Reactivo B) y 50 ul de agua destilada. La
preparacion de la muestra estdndar fue similar, pero contuvo 50 ul del Estdndar, en vez
de agua destilada. Asi mismo, las muestras a evaluar contuvieron la misma mezcla
pero se agregaron 50 ul del suero, en vez de agua destilada. Estas reacciones se
mezclaron e incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente (15 — 25°C). Una vez
transcurrido el tiempo de incubacidn, se trasladé el contenido de cada tubo a una
cubeta para espectrofotometria (Cubeta-UV semimicro 1.5 - 3 ml BRAND®, gama
de aplicacién de 230 a 900 nm). Para la lectura de la absorbancia fue necesario
programar el espectrofotometro (20 Genesys, ThermoSpectronic) a 570 nm vy
posteriormente calibrarlo empleando la muestra Blanco y la muestra estindar. La
lectura de la absorbancia se realizé dentro de los primeros 20 minutos después de haber
terminado el periodo de incubacién, tiempo en el cual la reaccién generada permanece

estable.

42



El nivel de calcio de cada muestra fue obtenida mediante la siguiente férmula:

Nivel de calcio (mg/dl) = Abs M * (10 mg/dl)/Abs S

Donde:
Abs S absorbancia del Estandar
Abs M absorbancia de la muestra
34. Diseiio de estudio

Se realiz6 un estudio caso control, en el cual se selecciond un grupo de animales
controles es decir que no presentaban endometritis y un grupo de animales casos, los
cuales presentaban endometritis. El diagndstico de endometritis se realizo entre el dia
35 + 3 dias post parto. Los criterios de exclusion de dichos animales fueron: vacas que
murieron antes del diagnoéstico de endometritis, vacas que presentaron menos de 20
litros de produccion de leche a pico de produccidn, vacas de raza diferente a Holstein,
vacas que presentaron partos distocicos, partos dobles, vacas que parieron terneros
muertos, abortos; asi también, vacas que presentaron retencion de placenta, metritis
puerperal, hipocalcemia clinica u otras enfermedades y vacas que fueron tratadas con

calcio intravenoso.

Posterior a la seleccion de los animales se evaluaron si los casos o controles
procedian de vacas con altos o bajos niveles de calcio, consiredndose también la
paridad (primiparas y multiparas) , estacion del afio (verano: febrero, marzo, abril,
mayo; invierno: Junio, julio, agosto, setiembe) , sexo de la cria (hembra y macho) y

establos (establo 1, establo 2 y establo 3).
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3.4.1. Calculo del tamafio muestral

El presente trabajo con un total de 213 vacas, de las cuales 127 vacas presentaron
endometritis y 86 vacas no presentaron la enfermedad. El cdlculo del tamafio minimo
muestral se realiz6 en base a los resultados obtenidos en un estudio piloto, en el cual se
trabajo con 40 vacas (31 multiparas y 9 primiparas), que parieron en invierno. El1 60% del
total de vacas presentaron niveles de calcio sérico menor a 8mg/dl, de las cuales el 75%
presentaron endometritis; mientras que el 40% restante del total de vacas presentaron

niveles de calcio sérico mayores a 8 mg/dl, de las cuales el 44% presentaron endometritis.

El cédlculo del tamaino minimo muestral se determiné mediante la férmula propuesta

por Pértegas y Pita (2002) para estudio de casos y controles.

nA = knB y nB=(1/xpA(1-pA) + 1/pB(1-pB)) ((z1-w/2 + z1-)/In(OR))2

Donde:

K nA/nB es la relacion entre las vacas con menos de 8 mg/dl y las vacas con mas
de 8 mg/dl (60%/40%=1.5)

PA es la proporcidn de animales con endometritis en las vacas con menos de 8 mg/dl
(75%)

pB es la proporcién de animales con endometritis en las vacas con mas de 8 mg/dl
(44%)

o es error tipo [ (5%)

es error tipo II (20%), por lo tanto 1—f es poder de la prueba (80%)
OR es el odds ratio (3.82)

Segun la férmula, para este estudio se necesitaron 34 controles y 51 casos como

tamafno minimo de muestra.
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3.4.2. Modelo de estudio

El modelo de regresion logistica binaria planteado para este trabajo se muestra a

continuacion:
In (T:J;'m_) = B1 + B2NCi + B3 Pj + s EAk+ Bs SCi + PeEum+ Eijiamn
ijklmn
Donde:

piikimn €5 la probabilidad de que se presente la endometritis en la ijklmn-€sima
(1: Sin endometritis [Score 0, 1]; 2: Con endometritis [Score 2,3,4,5]).

B1, B2, B3, P4, Ps, Bs son los coeficientes de regresion.

NCies el nivel de calcio en la i-ésima (1: > 7.44 mg/dl; 2: <7.44mg/dl)

Pjes la paridad en la j-ésima (1: Primiparas; 2: Multiparas)

EAxes la estacion del afio en la k-ésima (1: Verano; 2: Invierno)

SCies el sexo de la cria en la 1-ésima (1: Hembra; 2: Macho)

En es el establo en la m-ésima (1: Establo 1; 2 Establo 2; 3: Establo 3)

Eijimn €5 €l error aleatorio de la ijklmn-ésima.

El modelo incluyé como variables independientes al establo (establo 1, 2 y 3), el sexo
de la cria (hembra y macho), la paridad (multiparas y primiparas), la estacion del afio
(verano e invierno) y el nivel de calcio (como alto o bajo segiin el punto de corte
obtenido), y como variable dependiente la presencia (score 2, 3, 4 y 5) o ausencia de
endometritis (score O y 1). Se retiraron del estudio las variables independientes que no
resultaron significativas (> 0.1) mediante el empleo del método de seleccion de variables

para regresion logistica. Las variables que resultaron significativas se evaluaron mediante
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un andlisis de Regresion logistica para obtener los OR ajustados de cada variable

independiente con respecto a la presentacion de endometritis.

3.4.3. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 mediante el empleo del software IBM SPSS Statistics
22. El punto de corte determinado mediante el andlisis ROC (Caracteristica Operativa del
Receptor) fue el punto que presenté mayor sensibilidad y especificidad combinados, el
cual fue identificado por el indice de Youden. La sensibilidad fue la proporcién de vacas
con endometritis que se encontré por encima del umbral, y la especificidad fue la
proporcién de animales sin endometritis que se encontré por debajo del umbral (Guilidori
et al., 2013). Para determinar la relacion entre los niveles de calcio sérico y la
presentacion de endometritis, se empled una regresion logistica. Se empled el método de
seleccion de variables de eliminacion hacia atrds para descartar las variables
independientes que no resultaran significativas (> 0.1). Los resultados del anilisis
estadistico realizado se consideraron significativos cuando presentaron un nivel de
significancia menor a 5%. Los betas estimados, el error estdndar del beta estimado y los
odds ratios (OR) ajustados fueron reportados. En este estudio, el odds ratio fue usado
como una medida epidemioldgica de asociacion entre las variables independientes y la
variable dependiente (presencia de endometitris). En cada variable, la categoria de
referencia tuvo un odds ratio igual a uno (OR=1). Un odds ratio ajustado mayor a uno
(OR>1) indica que la probabilidad de presentar endometritis se ha incrementado en

comparacion con las vacas de la categoria de referencia.
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IV.  RESULTADOS

En una primera etapa del estudio se determiné mediante andlisis ROC
(Caracteristica Operativa del Receptor) el valor de 7.44 mg/dl como punto de corte para
el nivel de calcio predictivo en la presentacion de endometritis (Figura 10). Se selecciond
este punto de corte por haber obtenido el mayor indice de Youden, el cual obtuvo un valor
maximo de 0,126 (Figura 11). Por lo tanto, las vacas con un nivel de calcio sérico por
debajo de 7.44 mg/dl tienen mayor riesgo de presentar endometritis que las vacas con un

nivel de calcio sérico por encima de este valor.

CurvaCOR

Cal == Nivel de Ca vs.

Endometritis
Linea ND

Sensibilidad

0,4

0,2

00 T T T
0,0 02 04 06 08 10

1 - Especificidad

Figura 10. Gréfico del andlisis ROC de la relacion entre el nivel de calcio sérico y la
presentacion de endometritis en las vacas lecheras (Nivel de Ca vs. Endometritis) y linea
de no-discriminacion (linea ND). La flecha indica el punto de corte que determina la

sensibilidad y especificidad conjuntas mas alta.
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Figura 11. Indice de Youden (Flecha) resultante de la relacién entre el nivel de calcio

sérico y la presentacion de endometritis en las vacas lecheras (linea azul).

A continuacidn, en el cuadro 2 se presenta una tabla de contingencia en la cual se
puede apreciar la distribucion de los casos de endometritis segin el nivel de calcio sérico
en la primera semana post parto. Se puede observar que las vacas que presentaron niveles
de calcio sérico menores que 7.44 mg/dl tuvieron una mayor presentacién de endometritis
(68.5%) en comparacion a las vacas que presentaron niveles de calcio sérico mayores que
7.44 mg/dl (55.0%). Segun estos resultados, la razén de probabilidades (OR) es de 1.78,
IC al 95% = 0.98 a 3.23. Siendo 1.78 veces mds posible que una vaca presente
endometritis cuando presenta niveles de calcio sérico por debajo de 7.44 mg/dl en

comparacion a una vaca que presente niveles de calcio por encima de este valor.
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Cuadro 2. Tabla de contingencia entre el nivel de calcio sérico y la presentacion de

endometritis en vacas lecheras de Lima.

ENDOMETRITIS
Negativo Positivo Total
Recuento 63 77 140
C]
E Lz) Mayor que 7.44 mg/dl % del NCa 45.0% 55% 100%
= O
=S Recuento 23 50 73
E -
5 Menor que 7.44 mg/dl % del NCa 31.5% 68.5% 100%
Total Recuento 86 127 213
% del NCa 40.3% 59.7% 100%

Posteriormente se realizé el andlisis de regresion logistica, para lo cual se realizé el
descarte de variables no significativas, mediante el método de seleccidon de variables de
eliminacion hacia atrds. Las variables con un nivel de significancia por encima del 10%
fueron separadas del estudio. En un primer paso se separ6 del modelo la variable “sexo
de la cria”, por presentar un nivel de significancia de 48%. En un segundo paso, se separd
del modelo la variable “establo”, por presentar un nivel de significancia de 38%.
Finalmente, las variables que permanecieron en el modelo fueron: estacién del afio,
paridad y nivel de calcio por presentar niveles de significancia de 2.2%, 0% y 1.6%

respectivamente (menores a 10%) (Anexo 1).

En el cuadro 3, podemos observar los resultados del andlisis de regresion logistica para
el riesgo de presentacion de endometritis de las vacas lecheras segin estacion de parto,
paridad y nivel de calcio en los establos lecheros de Lima. Segun los resultados, las vacas

primiparas presentan 8 veces mayor riesgo de presentacion de endometritis comparado
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con las vacas multiparas ajustado a estacion del afio y al nivel de calcio (IC al 95%; 3.205
a 20.350; p<0.05). Las vacas que presentaron niveles de calcio por debajo de 7.44 mg/dl
presentaron 2.6 veces mayor riesgo de presentacion de endometritis comparado con las
vacas que presentaron niveles de calcio por encima de este valor ajustado a paridad y
estacion del afo (IC al 95%; 1.345 a 4.951; p<0.05). Asi mismo, las vacas que parieron
en invierno presentaron 2.4 veces mayor riesgo de presentar endometritis comparado con
las vacas que parieron en verano ajustado a paridad y nivel de Calcio (IC al 95%; 1.035

a 5.374; p<0.05).

Cuadro 3. Resultados del andlisis de regresion logistica para el riesgo de presentacion de
endometritis de las vacas lecheras segun estacion de parto, paridad y nivel de calcio en

los establos lecheros de Lima.

Error OR Intervalo de
B estandar Sig. ajustado confianza al 95%
Estacion del aiio 0.858 0.420 0.041 2.358 1.035 5.374
Paridad 2.089 0.472 0.000 8.076 3.205 20.350
Nivel de calcio 0.948 0.332 0.004 2.581 1.345 4951
Constante -1.016 0.437 0.020 0.362

En el cuadro 4 se presentan valores prondsticos, odds pronosticado, e intervalo de
confianza al 95% segin el modelo de regresion logistica obtenido para el riesgo de
presentacion de endometritis de las vacas lecheras en los establos de Lima. Se puede
observar que el grupo de animales con mayor chance de presentar endometritis fueron las
vacas primiparas que parieron en invierno y que presentaron niveles de calcio sérico

mayores que 7.44 mg/dl (Odds pronosticado =17.79), con endometritis pronosticado de

50



94.68%. El siguiente grupo de animales con mayor chance de presentar endometritis
fueron las vacas primiparas que parieron en verano y que presentaron niveles de calcio
sérico menores que 7.44 mg/dl (Odds pronosticado = 7.55), con endometritis
pronosticado de 88.3%. Asi mismo, las vacas multiparas que parieron en verano y que
presentaron niveles de calcio sérico mayor que 7.44 mg/dl, fueron el grupo de animales
con menor chance de presentar endometritis (Odds pronosticado =0.36), con endometritis

pronosticado de 26.58%.

Cuadro 4. Valor pronéstico, odds, % de endometritis e intervalo de confianza al 95%
segiin el modelo de regresiéon logistica obtenido para el riesgo de presentacion de

endometritis de las vacas lecheras en los establos de Lima.

Estacion % de
del afio  Paridad Nivel de calcio Odds endometritis IC al 95%
Menor que 7.44 17.79 94.68%  86.99% - 97.93%
Primiparas ag/dl 244
mg}'glr que 7. 6.89 87.33%°  70.70% - 95.17%
o xe/” dcir que 7.4 2.20 68.78%  62.65% - 74.31%
2 Multiparas Mi orque7.44
E mg}' e 0.85 46.05%¢  27.58%- 65.68%
xe/” dcir que 7.4 7.55 88.30%°  75.78% - 94.79%
Primiparas Mi or aue 7.44
o mg}' e 2.92 74.52%  52.84% - 88.41%
(0]
2 r':'e/” dolr que 7.44 0.93 48.30%°  38.67%- 58.06%
Multiparas Mi or que 7.44
mg}'dl que 7. 0.36 26.58%¢  13.33% - 46.00%

Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (p<0.05).

Las vacas primiparas que parieron en invierno y que presentaron niveles de calcio
sérico menores que 7.44 mg/dl durante la primera semana post parto presentan mayor
riesgo de presentacion de endometritis en comparacién con las vacas multiparas que

parieron en verano y que presentan valores de calcio sérico mayores que 7.44 mg/dl
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durante la primera semana post parto. Los resultados obtenidos en este estudio
demuestran que la hipocalcemia subclinica (Ca <7.44 mg/dl) durante la primera semana
post parto es un factor de riesgo importante en la presentacion de endometritis en vacas

lecheras.
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V.  DISCUSION

En la primera parte del estudio se realizé el andlisis ROC con la finalidad de
determinar el punto de corte del nivel de calcio sérico relacionado a la presentacion de
endometritis. El punto de corte encontrado fue de 7.44 mg/dl y representa el punto de

mayor riesgo para la presentacion de endometritis en las vacas lecheras.

Segtn este punto de corte, se determind que las vacas que presentan niveles de calcio
sérico menores que 7.44 mg/dl en la primera semana post parto tienen 1.78 veces mayor
riesgo de presentar endometritis en comparacioén con las vacas que presentan niveles de
calcio sérico mayores que 7.44 mg/dl en la primera semana postparto (OR=1.78; 95% IC
098-3.23). Estos resultados pueden ser debido a que en la etapa post parto la vaca lechera
se enfrenta a una serie de desafios propios de la etapa de transicién. Sin embargo, existen

factores que podrian estar solapando el verdadero resultado.

Por tal motivo, se evaluaron cada una de las variables y se determinaron las que debian
considerarse en el estudio. Para tal caso, se realizé la seleccion de variables significativas

mediante el método de seleccion de variables de eliminacién hacia atrds. Como

53



consecuencia se eliminaron las variables “sexo de la cria” y “establo”, las cuales no fueron
significativas en el modelo (mayor al 10%). Finalmente, las variables consideradas dentro

del modelo de regresion logistica fueron: estacién del afio, paridad y nivel de calcio.

Los resultados obtenidos del andlisis del modelo de regresion logistica demuestran que
las vacas que parieron en invierno tienen un mayor riesgo de presentar endometritis
comparado con las vacas que parieron en verano (OR=2.36; 95% IC 1-5.4). Estos
resultados no coinciden con estudios realizados por otros autores, quienes no encontraron
una relacion directa entre la temporada de parto y la presentacion de endometritis (Kim y
Kang, 2003; Carneiro et al., 2014). Sin embargo, Adnane et al. (2017) consideran que las
divergencias encontradas pueden explicarse por los diferentes criterios diagndsticos, asi
como las diferentes condiciones climdticas entre los estudios. Principalmente, la

temperatura promedio de los lugares donde se realizaron los estudios.

A su vez, estudios mencionan que el grado de contaminacién del ambiente es uno de
los factores de riesgo relacionados a la presentacion de enfermedades uterinas en los hatos
lecheros (Sheldon y Dobson, 2004; Bell y Roberts, 2007). Por lo tanto, una condicién
probable que podria explicar el mayor riesgo de presentacion de endometritis en los meses
de invierno es el aumento de la humedad de la cama y la consiguiente proliferacién de

microrganismos como fuente de contaminacion.

De otro modo, se encontrd que las vacas primiparas presentaron mayor riesgo de
padecer endometritis con respecto a las vacas multiparas (OR=8.08; 95% IC 3.2-20.3).
Estos resultados concuerdan con un estudio realizado por Bruun et al., (2002) donde se
sostiene que la paridad es un factor de riesgo para la presentacion de enfermedades

uterinas. Esto podria deberse a que las primiparas tienen mayor riesgo de presentar
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distocia comparadas con las vacas multiparas (Bruun et al., 2002), lo cual también es
considerado como factor de riesgo en la presentaciéon de las enfermedades uterinas
(Sheldon y Dobson, 2004; Bell y Roberts, 2007, Adnane et al., 2017). A su vez, las vacas
multiparas podrian tener cierto grado de resistencia inmunoldgica contra la infeccién
uterina, debido a que tuvieron mds episodios previos de contaminacién bacteriana
(Adnane et al., 2017). Entonces, la exposicion previa limitada en las vacas primiparas
podria estar retrasando la respuesta inmune, lo que resulta en la persistencia de la
contaminacion y el consiguiente establecimiento de la endometritis.

Contrariamente, estudios realizados por Carneiro et al. (2014) y Giuliodori et al.
(2013) informaron que la paridad no afectd la incidencia de la presentacion de
endometritis. Esto se explica probablemente porque estos estudios consideraron también
otros factores de riesgo relacionados al déficit del balance energético probablemente
anidados dentro de la variable paridad. Se sabe que después del parto todas las vacas
lecheras experimentan un periodo de balance energético negativo, debido a las altas
demandas energéticas necesarias para la sintesis de leche y calostro (Mathis y Shoelson,
2011; Reinhardt et al., 2010; Bromfield et al., 2015).

Se ha demostrado que la paridad esté relacionada a la magnitud del déficit del balance
energético negativo (Wathes et al., 2007). Esto se puede explicar debido a que las vacas
que se acercan a su primer parto estdn en un estado metabdlico diferente al experimentado
por las vacas multiparas, puesto que requieren nutrientes para su propio crecimiento y
para el desarrollo del feto (Coffey et al., 2006). De modo que, el efecto del balance
energético negativo es una razon probable para explicar el mayor riesgo de presentacion
de endometritis en vacas primiparas comparado con vacas multiparas determinado en el

presente estudio.
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Finalmente, se determind que las vacas con niveles de calcio sérico menores que
7.44 mg/dl presentan 2.6 (95% IC 1.34-4.9) veces mds riesgo de presentacion de
endometritis con respecto a vacas con niveles de calcio sérico mayores que 7.44 mg/dl en
la primera semana post parto. Se conoce que en el post parto temprano, se genera un
importante incremento de la demanda de energia y calcio como consecuencia de la
produccion de calostro y leche (Bell, 1995; Goff, 2008; Reinhardt et al., 2010). A pesar
de ellos, la vaca lechera en esta etapa presenta una marcada disminucion de la ingesta de
materia seca, lo cual deviene en un balance energético negativo (Butler y Smith, 1989;
Bell, 1995), asi como en la reduccion de las concentraciones plasmaticas de calcio (Goff,
2008; Reinhardt et al., 2010).

El calcio al ser un componente importante de los sistemas mensajeros celulares, es
necesario para la regulacion de una serie de importantes procesos fisioldgicos, descritos
en la revision bibliografica (Saris y Carafoli, 2005; Parekh, 2006; Vig y Kinet, 2009,
Bisinotto et al., 2012). De este modo, el papel relevante del calcio en procesos fisiologicos
como la contraccion muscular y la respuesta inmune (Mateus y Lopes da Costa, 2002;
Bisinoto et al., 2012; Hammon et al., 2006; Burgos et al., 2011) podrian explicar los
resultados obtenidos. Debido a que las concentraciones adecuadas de calcio permite la
eficiente contraccion del miometrio, el cual promueve la depuraciéon de loquios en el
periodo postparto (Mateus y Lopes da Costa, 2002; Bisinoto et al., 2012) mediante un
mecanismo de arrastre y expulsion de fluidos (Senger, 2008; Azawi, 2008). Ademas de
permitir la adecuada activacién de los neutréfilos, los cuales actian como mecanismo
inmune predominante de defensa temprana en el utero en involuciéon (Hammon et al.,

2006; Burgos et al., 2011).

56



Algunos estudios evidencian la relacién entre los bajos niveles de calcio y alteraciones
reproductivas en el ganado. Por ejemplo, Risco ef al. (1994), reportaron que las vacas que
tienen periodos de involucién uterina mds prolongados (entre 15 y 32 dias) presentan
menores niveles de calcio sérico en comparacién con vacas lecheras con periodos de
involucidén uterina menos prolongados. Asi mismo, Kamgarpour et al. (1999) reportaron
que el intervalo desde el parto hasta completar la involucion uterina se correlaciond
negativa y significativamente con las concentraciones medias de Ca sérico. Mientras que,
otro estudio determin6 que por cada 1 mg/dl mayor de Ca sérico se reduce en un 22% el
riesgo relativo de desarrollar enfermedades uterinas como la metritis (Martinez et al.,

2012).

Por otro lado, Kim y Kang (2003) sefalan que los trastornos metabdlicos, incluyendo
la hipocalcemia, afectan significativamente la presentacion de la endometritis clinica
(OR= 3.5; 95% IC 1.1-10.8). Existiendo también estudios de otros autores que no
encontraron una asociacion entre la presentacion de hipocalcemia clinica y la
presentacion de enfermedades uterinas como metritis 0 endometritis (Dubuc et al., 2010b,

Cheong et al., 2011).

Si bien la endometritis es una enfermedad multifactorial y resulta de la interaccién de
muchos factores intrinsecos y extrinsecos, es muy importante la identificacion de la
hipocalcemia subclinica como factor de riesgo para su presentacion. Debido a esto, las
medidas que se tomen para la prevencién de la hipocalcemia subclinica también
permitirdn la presentacion de otras enfermedades asociadas a los niveles bajos de calcio

tal como la endometritis. A su vez, la reduccion de costos asociados a esta alteracion,
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tales como ineficiencia reproductiva, sacrificio, costos de tratamiento, entre otros
(Esposito et al., 2014).

Una de las medidas que se realizan en la prevencion de la presentacion de
hipocalcemia es la adicidn de sales anidnicas a la dieta preparto, la cual tiene un efecto
en el pH del organismo al modificar la diferencia catién anidnico dietario (Tucker et al.,
1992; Goff y Horst, 1997). Sin embargo, un estudio realizado en hatos lecheros de la
provincia de Lima ha demostrado que no se realiza un adecuado manejo de las sales
aniconicas (Guzmén et al., 2016). Es necesario que los ganaderos tengan un plan que
permita la implementacion adecuada de medidas de prevencion.

Cabe mencionar que este trabajo es el primer estudio que evalda la relacion del nivel
de calcio con la presentacion de endometritis en establos lecheros de la costa de Lima.
Estos resultados muestran parte del estado en el que se encuentran los establos lecheros
de Lima y proporcionan informacion mds acertada comparada con otros estudios
realizados en lugares con caracteristicas ajenas a nuestra realidad. El conocimiento de la
relacion entre los bajos niveles de calcio y la presentacion de endometritis permitird que
el ganadero adopte nuevas técnicas y genere mejoras que en el tiempo favorezcan el

desempefio reproductivo, productivo y sanitario del hato lechero.
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VL

CONCLUSIONES

La hipocalcemia subclinica (Ca <7.44 mg/dl) durante la primera semana post
parto es un factor de riesgo para la presentacion de endometritis en vacas
lecheras (OR 2.58; IC 95%, 1.35 - 4.95).

Las vacas primiparas tienen mayor riesgo de presentar endometritis comparado
con las vacas multiparas (OR 8.07; IC 95%, 3.2 - 20.35).

Las vacas que paren en invierno tienen mayor riesgo de presentar endometritis

comparado con las vacas que paren en verano (OR 2.36; IC 95%, 1.04 - 5.37).
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Anexo 1. Determinacion de las variables independientes significativas de las variables en

la ecuacion mediante el método de seleccion de variables de eliminacion hacia atras.

95% C.I. para EXP(B)

Error
B estandar Wald gl Sig. | Exp(B) Inferior Superior

Paso 1 EST 1.913 0.384
EST(1) -0.467 0.387 1.454 0.228 0.627 0.294 1.339
EST(2) 0.037 0.385 0.009 0.924 1.037 0.487 2.207
EST_A(1) 1.047 0.444 5.552 0.018 2.848 1.192 6.802
PAR(1) 2.085 0.491 18.012 0.000 8.044 3.071 21.068
SEX(1) -0.222 0.315 0.495 0.482 0.801 0.432 1.486
CaROC(1) 0.829 0.353 5.518 0.019 2.292 1.147 4.578
Constante -0.871 0.465 3.506 0.061 0.418

Paso 2 EST 1.679 0.432
EST(1) -0.434 0.384 1.279 0.258 0.648 0.305 1.375
EST(2) 0.028 0.385 0.005 0.943 1.028 0.483 2.187
EST_A(1) 1.000 0.438 5.217 0.022 2.719 1.153 6.417
PAR(1) 2.019 0.480 17.681 0.000 7.533 2.939 19.307
CaROC(1) 0.847 0.353 5.773 0.016 2.333 1.169 4.655
Constante -0.956 0.449 4.538 0.033 0.384

Paso 3 EST_A(1) 0.858 0.420 4.167 0.041 2.358 1.035 5.374
PAR(1) 2.089 0.472 19.627 0.000 8.076 3.205 20.350
CaROC(1) 0.948 0.332 8.134 0.004 2.581 1.345 4.951
Constante -1.016 0.437 5.416 0.020 0.362
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