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RESUMEN
El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la endometritis subclinica (ESC) sobre
el desempefio reproductivo e identificar factores de riesgo para esta enfermedad en
vacas de un sistema de produccion semi-tecnificado/familiar. Ademas, evaluar el
uso de la ultrasonografia (tiempo real y Doppler) como herramienta diagnostica de
campo no invasiva para dicha condicion. En cuatro establos caracteristicos del
sistema familiar de produccion, fueron monitoreadas 608 lactancias de octubre de
2021 a noviembre de 2023, desde el periodo seco hasta que se confirmé gestacion;
se obtuvieron datos de salud, nutricionales y de eventos reproductivos. La ESC fue
diagnosticada basada en el conteo de células polimorfonucleares (PMN%) a los
3015 (ESC30) y 60+5 (ESC60) dias posparto realizando un raspado endometrial
con la técnica de Cytobrush. El umbral de PMN% se establecié de acuerdo con el
limite del tercer cuartil de sus valores en la muestra experimental; 4% para ESC30
y 2% para ESC60. Para evaluar la ultrasonografia en tiempo real y Doppler como
herramienta diagndstica para ESC, coincidente con el diagndstico ESC30 se
realizaron mediciones del perimetro (PCU), area (ACU) y diametro de cérvix y
cuernos uterinos (DCU), asi como del porcentaje de irrigaciéon en cuernos uterinos
estimado por Doppler color (PIC) y poder (PIP). Las imagenes obtenidas se
digitalizaron y analizaron con el “software” de procesamiento de imagenes Image J.
Las variables de respuesta de frecuencia se analizaron por Chi-Cuadrada y las
continuas por ANDEVA considerando en ambos casos como factor a la ESC. La
identificacion de factores de riesgo se realiz6 en dos pasos, primero mediante
analisis de regresion logistica univariada se identificaron factores con efecto sobre
la presentacion de ESC. En un segundo paso, con esos factores se construyeron
modelos de regresion logistica multiple y se calculd la fraccion atribuible a la
poblacién para identificar los factores de riesgo mas importantes. Asimismo, se
realizaron analisis de curvas ROC para determinar si alguna medicion del tracto
reproductivo o su porcentaje de irrigacion tenian un valor predictivo como
herramienta diagnéstica para ESC. Considerando los dos periodos de muestra el
40.5% de las vacas fueron positivas a ESC. Las vacas positivas a ESC30 tuvieron
una tasa de concepcién a 1er servicio mas baja (38.9 vs 53.7 %), requirieron 0.4
mas servicios por concepcion y tuvieron 20.2 mas dias abiertos (DA) que las vacas
que fueron diagnosticadas como negativas (P< 0.05). Las vacas positivas a ESC60
tuvieron 16 DA mas que las negativas (P P< 0.05). Los factores de riesgo mas
importantes para ESC30 fueron la retencion de membranas fetales (RMF) y las
enfermedades uterinas durante el puerperio. La época de parto, RMF y estatus de
ESC30 fueron los factores de riesgo mas importantes para ESC60. Las vacas
positivas a ESC30 presentaron un mayor PCU y ACU que las negativas (8.68 cm
vs 8.34 cm, 4.67 cm? vs 4.06 cm?, P<0.05). Para el caso de PIC las vacas positivas
tuvieron 3.39 % de irrigacion vs 2.44 % en las negativas (P>0.05), y en PIP las
positivas 3.40 % vs 2.22 % en las negativas (P<0.05). Los resultados de area bajo
la curva (AUC) y sensibilidad en el analisis de curvas ROC mostraron una capacidad
discriminante para ESC+ aceptable con los porcentajes de irrigacion en cuernos
uterinos evaluadas mediante Doppler color y poder (AUC 0.62 y 0.67; Sensibilidad
77 y 76%). Sin embargo, la especificidad encontrada fue baja (42 y 44%). Se
concluye que la ESC presenta una prevalencia elevada en vacas del sistema de
produccion semi-tecnificado/familiar y que a su vez afecta el desempefio
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reproductivo. Asimismo, que existen factores de riesgo para ESC bajo esas
condiciones de produccion que deben considerarse en el disefio de estrategias de
prevencion. Por ultimo, que la ultrasonografia del tracto reproductivo en tiempo real
y Doppler no representa una herramienta diagndstica para ESC, y que, dada la
importancia de esta patologia, asi como la dificultad para diagnosticarla, es
importante continuar con investigaciones que permitan identificar biomarcadores
para su diagnostico a nivel de establo.

(Palabras clave: Factores de riesgo, ultrasonografia Doppler, endometritis
subclinica, sistemas de produccion de pequefia escala)



ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the effect of subclinical endometritis
(SCE) on reproductive performance and to identify risk factors for this disease in
cows from a semi-technified/family production system. In addition, to evaluate the
use of ultrasonography (real time and Doppler) as a non-invasive field diagnostic
tool for this condition. In four herds characteristic of the family production system,
608 lactations were monitored from October 2021 to November 2023, from the dry
period until gestation was confirmed; health, nutritional, and reproductive event data
were obtained. SCE was diagnosed based on polymorphonuclear cell count
(PMN%) at 30+5 (SCE30) and 6015 (SCE60) days postpartum by performing
endometrial scraping with the Cytobrush technique. The PMN% threshold was
established according to the third quartile limit of its values in the experimental
sample; 4% for SCE30 and 2% for SCE60. To evaluate Real Time and Doppler
ultrasonography as a diagnostic tool for SCE, coincident with the SCE30 diagnosis,
measurements of perimeter (PCU), area (ACU) and diameter of cervix and uterine
horns (DCU) were performed, as well as the percentage of uterine horns irrigation
estimated by color Doppler (PIC) and power (PIP). The images obtained were
digitized and analyzed using Image J. Frequency response variables were analyzed
by Chi-square and continuous variables by ANDEVA, in both cases considering SCE
as a factor. Risk factors were identified in two steps: first, univariate logistic
regression determined factors influencing SCE presentation. In the second step,
multiple logistic regression models were constructed with these factors and the
fraction attributable to the population was calculated to identify the most important
risk factors. Likewise, ROC curve analyses were performed to determine if any
reproductive tract measurements or their percentage of irrigation had a predictive
value as a diagnostic tool for SCE. Considering the two sample periods, 40.5% of
the cows were SCE positive. SCE30 positive cows had a lower conception rate at
1st service (38.9 vs 53.7 %), required 0.4 more services per conception and had
20.2 more days open (DA) than cows that were diagnosed as negative (P< 0.05).
SCEG60-positive cows had 16 more DA than negative cows (P< 0.05). The most
important risk factors for SCE30 were retained fetal membranes (RMF) and uterine
disease during the puerperium. Calving time, RMF and SCE30 status were the most
important risk factors for SCE60. SCE30 positive cows had higher PCU and ACU
than negative cows (8.68 cm vs 8.34 cm, 4.67 cm2 vs 4.06 cm2, P<0.05). In the
case of PIC, positive cows had 3.39 % of irrigation vs. 2.44 % in negative cows
(P>0.05), and in PIP, positive cows had 3.40 % vs. 2.22 % in negative cows
(P<0.05). The results of area under the curve (AUC) and sensitivity in the analysis
of ROC curves showed an acceptable discriminant capacity for SCE+ with the
percentages of irrigation in uterine horns evaluated by color and power Doppler
(AUC 0.62 and 0.67; Sensitivity 77 and 76%). However, the specificity was low (42
and 44%). It is concluded that SCE has a high prevalence in cows in the semi-
technified/family production system and that it affects reproductive performance.
Likewise, there are risk factors for SCE under these production conditions that
should be considered in the design of prevention strategies. Finally, that real-time
and Doppler ultrasonography of the reproductive tract does not represent a



diagnostic tool for SCE. Given the importance of this pathology and the difficulty in
diagnosing it, it is crucial to continue research to identify diagnostic biomarkers
suitable for use at the herd level.

(Keywords: Risk factors, Doppler ultrasonography, subclinical endometritis, small-
scale dairies)
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1.- Prélogo

La presente tesis contiene tres capitulos producto de los resultados de la
investigacion realizada. El primer capitulo corresponde a una seccion general con
introduccioén, antecedentes, justificacion, hipotesis, objetivo general y especificos, y
bibliografia. En el segundo capitulo se encuentra el articulo publicado en la revista
Veterinary and Animal Science en formato electronico
(https://doi.org/10.1016/j.vas.2024.100422). En esta publicacion se presentan el

trabajo y analisis para el primer objetivo especifico, que fue conocer los factores de

riesgo para la presentacion de endometritis subclinica (ESC) en sistemas de
produccion de leche de baja escala. El tercer capitulo contiene los resultados y la
discusién de los trabajos realizados para responder al segundo objetivo especifico,
que fue determinar la eficacia diagndstica de la ultrasonografia en tiempo real y
Doppler para ESC. Por ultimo, el cuarto capitulo contiene las conclusiones

generales del estudio.

2.- Capitulo 1: Introduccion, antecedentes, justificacidon, hipotesis, objetivo

general y especificos, y referencias.
2.1.-Introduccion

La leche es el alimento mas completo que se puede encontrar en la naturaleza, se
ha descrito que un consumo moderado en nifios y adultos es necesario para
mantener una buena salud (Abedini et al., 2014;). En el ano 2019 se produjeron
aproximadamente 675.6 millones de toneladas de leche a nivel mundial, donde el
primer lugar en produccion lo obtuvo la union europea con 155,300 millones de
toneladas (FAO, 2019). México ocupd el lugar numero 8 con una produccion
cercana a los 12, 276 millones de litros. (SIAP, 2020). En México se identifican tres
sistemas de produccioén de leche: el intensivo, el familiar y el de doble propésito. De
ellos, el sistema familiar aporta cerca del 31 % de la produccion nacional de leche
(Montiel-Olguin et al., 2025). Los sistemas de produccion familiar en México son
heterogéneos en aplicacion de tecnologias y tamafos de hato, la mayoria utiliza

animales de raza Holstein y suelen tener varias areas de oportunidad en sus
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procesos para mejorar su competitividad (Ruiz-Lépez et al., 2024). Para que los
sistemas de produccion de leche sean eficientes y rentables, deben integrar de
manera ordenada y coordinada diferentes procesos para lograr un fin comun, como
la produccion de leche. En referencia al proceso reproductivo, existen eventos que
limitan el desempefio de las vacas y, en consecuencia, la eficiencia y la
productividad (Robichaud y Dubuc, 2014). Las infecciones del tracto reproductivo
en el posparto temprano son frecuentes y causan pérdidas econémicas importantes
a la industria lechera, ya que disminuyen la fertilidad, aumentan los dias abiertos,
incrementan los servicios por concepcion y aumentan la tasa de desecho en los
establos lecheros (Barajas-Merchan et al., 2018). La endometritis subclinica (ESC)
es una condicion inflamatoria que no presenta signos clinicos, pero que puede
afectar significativamente el desempefio reproductivo (Sheldon et al., 2006). En
sistemas intensivos, entre los dias 40 al 60 posparto se ha reportado una
prevalencia de entre el 35 y 40 % (Sheldon et al., 2009). En los sistemas de
produccion a baja escala esta condicidn pudiera ser mayor debido a las limitaciones
en recursos diagnosticos y estrategias de manejo reproductivo (FAO, 2018). Existen
algunos factores que han sido asociados a la aparicion de la endometritis clinica
entre ellos se encuentran; los partos distocicos, partos gemelares, retencion de
membranas fetales, abortos y enfermedades metabdlicas en el posparto temprano
(Cheong et al., 2011; Le Blanc et al., 2002). Sin embargo, no se han reportado
factores para endometritis subclinica. En los sistemas de produccion de leche a baja
escala estos factores pudieran estar asociados o verse exacerbados debido a las
deficiencias en infraestructura, capacitacion técnica y por falta de servicios
veterinarios especializados. El diagnostico de ESC representa un gran desafio,
debido a que a pesar de existir un proceso inflamatorio no se manifiestan signos
clinicos como las secreciones vaginales, la pirexia, anorexia o decaimiento. En la
actualidad la citologia endometrial es el método diagndstico de referencia, sin
embargo, su aplicacion en campo es compleja por la necesidad de herramientas de
laboratorio y personal altamente capacitado (Kasimanickam et al., 2004). En este
sentido, la ultrasonografia ha emergido como una alternativa practica no invasiva

para diagnosticar ESC. Algunos trabajos donde han evaluado algunos parametros
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uterinos y la presencia de exudado han demostrado que el uso de la ultrasonografia
en tiempo real es eficaz para el diagndstico de endometritis clinica, sin embargo, no
asi para la subclinica (Ghinther et al., 2007). Actualmente los ultrasonidos cuentan
con la herramienta Doppler, que permite detectar cambios en la circulacion
sanguinea, pudiendo detectar procesos inflamatorios, ayudando al diagnostico de
la ESC en campo (Yafez et al., 2022b); sin embargo, esto aun se debe de evaluar
y validar su factibilidad. A pesar de que la endometritis subclinica causa pérdidas
econOmicas importantes en sistemas intensivos de produccién, en sistemas de
produccion de leche a baja escala no se han definido su prevalencia ni los factores
de riesgo que pueden aumentar la prevalencia de la enfermedad. Ademas, no se
cuenta con herramientas diagnosticas de campo para que se pueda identificar de
manera oportuna la enfermedad, por lo que el presente estudio se desarrollé para
conocer la prevalencia de ESC en los animales en estudio, identificar factores de
riesgo para esta patologia uterina y evaluar la ultrasonografia como una herramienta

no invasiva para diagnosticar esta enfermedad.
2.2.-Antecedentes
2.2.1.- Contexto internacional y nacional de produccion de leche.

La leche de bovino es un alimento con alto valor nutricional, contiene agua,
azucares, grasas, proteinas, vitaminas y minerales. Se considera el alimento mas
completo que existe en la naturaleza (Pereira, 2014). Diversos estudios han
mostrado que existen beneficios a la salud cuando se tiene un consumo moderado
de lacteos (Abedini et al., 2014; Da Silva & Rudkowska, 2014; Kratz et al., 2013).
En el aino 2019 se produjeron aproximadamente 675.6 millones de toneladas de
leche a nivel mundial, donde el primer lugar en produccién lo obtuvo la unién
europea con 155,300 millones de toneladas (FAO, 2019). México ocupd el lugar
numero 8 con una produccion cercana a los 12,276 millones de litros, lo cual nos
indica un crecimiento cercano al 2.2% en relacién con el afio 2018 (SIAP, 2020). En
la ultima década la produccién de leche en México ha tenido una tasa media anual
de crecimiento de 1.4% (FIRA, 2019). Jalisco es el principal estado productor de

leche en el pais, con 2.4 mil millones de litros y una participacion nacional del 20.3%,
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en segundo lugar esta el estado de Coahuila con 1.3 mil millones de litros y una
participacion de 11.3%, en tercero esta Durango con 1.2 mil millones de litros y
10.2% de la produccién nacional, en cuarto lugar Chihuahua con 1.1 mil millones de
litros y 9.4% de la produccion nacional y en quinto lugar se encuentra el estado de
Guanajuato con 850 millones de toneladas con el 7.1% de participacion en la
produccion nacional. En estos cinco estados se produce mas del 50% de la

produccion nacional de leche (SIAP, 2019).
2.2.2.- Sistemas de produccion de leche en México.

La produccion de leche de bovino en México es una actividad heterogénea desde
el punto de vista tecnoldgico, agroecolégico y socioeconémico (Vera et al., 2009) y
es la principal fuente de ingresos de un gran numero de familias dedicadas a su
produccion. Se pueden distinguir tres sistemas de produccién: intensivo, semi-
tecnificado/familiar y de doble propdsito. El sistema intensivo se caracteriza por
tener grandes inversiones en su infraestructura y tecnificacion en los sistemas de
ordefio y manejo del ganado, tiene altos costos de insumos, de alimentacion vy
mantenimiento de los sistemas de ordefo. El ganado es de raza Holstein con
bastante trabajo en mejoramiento genético, principalmente con inseminacion
artificial con toros probados. Su alimentacién es a base de ensilados principalmente
de maiz, paja (alfalfa) y concentrado. La produccion se mantiene constante porque
su alimentacion y manejo es igual en todas las épocas del afio, solamente se ve
influenciada por cambios de clima (Nufez et al, 2009). El sistema semi-
tecnificado/familiar es el mas comun en la zona de los altos de Jalisco, lo favorece
el clima templado, cuenta con mano de obra familiar y el manejo reproductivo se da
por monta natural o inseminacion artificial y en este caso no siempre se selecciona
la mejor opcion de semental para las caracteristicas de este sistema. Se maneja al
ganado semi—estabulado para poder aprovechar los recursos forrajeros de la zona
principalmente durante la época de lluvias, su produccién es mayor en épocas de
lluvia por la disponibilidad de forraje en esta época (Vera et al., 2009). El sistema
doble propdsito es caracteristico de las zonas tropicales, hay mayor cantidad de
forraje lo que les permite tener pastoreo todo el afio, siendo la base principal de su
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alimentacion. Generalmente las razas utilizadas en los sistemas doble propédsito son
hibridas, haciendo cruzamientos por monta natural, las principales cruzas se
realizan entre ganado Bos indicus y Bos taurus, 1o que permite la produccion carne-
leche (Roman et al., 2009).

2.2.3.- Proceso reproductivo en establos lecheros

Para que los sistemas de produccion de leche sean eficientes y rentables, deben
integrar de manera ordenada y coordinada diferentes procesos para lograr un fin
comun, en este caso la produccion de leche. Los procesos que podemos identificar
en los sistemas de produccion de leche son el administrativo; alimentacion;
produccion de forrajes; crianza de reemplazos, ordefio; salud y reproductivo (Vera
et al., 2009). El objetivo del proceso reproductivo es asegurar un flujo adecuado de
vacas y vaquillas en inicio de lactacion, las cuales sean capaces de concebir en un
tiempo post-parto acorde a los requerimientos del sistema y mantener la gestacion
hasta término para contribuir a la maxima expresion del potencial individual de
produccion de leche y crias (De la Sota et al., 2014; Le Blanc et al., 2002; Vera et
al., 2009). La meta ideal para un establo lechero es obtener un parto por vaca por
afio, similar a lo que se busca en el sistema vaca cria (Villagomez et al., 2018); sin
embargo, en los sistemas de produccién de leche esto se vuelve complicado porque
existen multiples factores que alejan a los animales de esa meta (Arana et al., 2008).
Segun el departamento de agricultura de los Estados Unidos los problemas
reproductivos en los establos lecheros son la principal causa de desecho de vientres
con casi un 26.7 %, seguido de problemas de mastitis con el 25.5% y la baja
produccion con el 22.4% (USDA, 2018). Por lo anterior, es de gran importancia que
en el manejo reproductivo se puedan identificar factores de riesgo y prevenir lo antes
posible que las vacas presenten una afeccidon reproductiva que comprometa su
desempefio, afectando la productividad y rentabilidad (Montiel-Olguin et al., 2018;
Sheldon et al., 2009).

2.2.4.- El periodo de transicién de la vaca lechera.
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El posparto temprano (primeros 10 dias después del parto) es critico para la vaca
lechera ya que durante este periodo experimenta cambios agudos en su
metabolismo, la demanda de nutrientes aumenta en medida que aumenta su
produccion lactea, situacién que la mayoria de las veces genera un balance
energético negativo, provocando descompensaciones y afecciones en diferentes
sistemas de la vaca (Duque, 2011), como el sistema reproductivo causando

problemas en su desempefio (Sheldon et al., 2009).
2.2.5.- Principales parametros reproductivos en ganado lechero.

Para que los sistemas de produccion sean rentables deben de tener parametros
reproductivos adecuados, se sugiere que los dias abiertos estén cerca 110 dias
posparto, que se mantenga una tasa de concepcion entre 40 y 50%, una tasa de
retencién de membranas fetales menor al 7% y una tasa de abortos menor al 5%
(Vera et al., 2009); sin embargo, estos parametros varian de acuerdo con el sistema
de produccion y son diferentes en la practica. Por ejemplo, en sistemas de
produccion de leche intensivos es comun encontrar mas de 135 dias abiertos en
promedio (USDA, 2018), en sistemas semi-tecnificados/familiares en el estado de
Jalisco se encuentran establos con rangos que van desde los 119 hasta los 139
dias abiertos (Mariscal et al., 2016). Por lo anterior, es importante identificar los
factores que afecten de manera negativa el desempefio reproductivo en las vacas.
Se debe tener en cuenta el sistema de produccion, ya que existen diferencias en los
manejos de cada sistema y no se puede extrapolar la informacion que se encuentra

disponible para cada uno de ellos (Montiel-Olguin et al., 2018).
2.2.6.- Enfermedades uterinas posparto en el ganado lechero.

En el aparato reproductor de la vaca suele encontrarse una carga de
microrganismos de manera habitual sin que estos lleguen a presentar una infeccion,
pero cuando se incrementa la carga microbiana, se adosan y colonizan la mucosa,
penetrando los epitelios donde liberan toxinas causando la enfermedad uterina
(Janeway et al., 2001). El desarrollo de la enfermedad dependera de la capacidad

del sistema inmune de cada animal para hacer frente a la invasién bacteriana,
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ademas de la especie y cantidad del agente infeccioso (Sheldon et al., 2004). La
aparicion de enfermedades uterinas es frecuente en los sistemas de produccién de
leche de bovino y aunque estas enfermedades no suelen ser mortales se asocian
con baja rentabilidad del hato (Lima et al., 2013). Se ha descrito que las pérdidas
econdmicas por conceptos de perdida de leche, aumento de dias abiertos y en
general un pobre desempeno reproductivo puede llegar a costar hasta 231 euros
por vaca enferma (Inchaisri et al., 2010). Se conoce que las bacterias se pueden
encontrar en el aparato reproductor desde la primera hasta la quinta semana
posparto (Sheldon et al., 2006). Algunos de los patdogenos que causan las
afecciones son; Arcanobacterium pyogenes, Provotella spp, Fusobacterium
necrophorum, y Escherichia coli (Sheldon et al., 2009). En general podemos definir
las afecciones del aparato reproductivo en funcion del lugar de la inflamacién, para
esto debemos recordar las capas que contiene. El utero consta de tres capas al
corte transversal, la mucosa-submucosa o endometrio, la muscular o miometrio y la

serosa o perimetrio (Dellmann & Brown, 1994).
2.2.7.- Metritis y endometritis en ganado lechero.

Las enfermedades mas comunes que se presentan en el posparto temprano son la
metritis y la endometritis (Le Blanc et al., 2002). Es importante mencionar que
metritis y endometritis son afecciones diferentes; en el caso de metritis todas las
capas de la pared uterina muestran signos de inflamacién como el edema,
degeneracion endometrial y la infiltracidon de leucocitos. Durante esta afeccion los
animales pueden presentar pirexia, anorexia y letargo, se pueden observar
descargas uterinas purulentas y fétidas (Sheldon et al., 2006). La endometritis es la
inflamacion de la superficie del endometrio y no afecta a zonas mas profundas del
tracto reproductor. En esta enfermedad podemos encontrar su manifestacion
clinica, donde los animales no muestran signos sistémicos como la pirexia, pero, si
se puede apreciar descargas uterinas con presencia de pus, en menor grado que la
metritis (Sheldon et al., 2009). En la afeccion subclinica la vaca no muestra signos

sistémicos ni descargas uterinas purulentas, sin embargo, existe la infiltracion de
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neutrofilos polimorfonucleares que ocasiona fallas reproductivas que pueden

provocar un pobre desempefio reproductivo (Lima et al., 2013).

2.2.8.- Diagnodstico de endometritis clinica en ganado lechero.

Para identificar la presencia o ausencia de la endometritis clinica se ha desarrollado
una técnica que consiste en evaluar el desecho uterino y categorizarlo del 0 al 3. 0
es cuando se obtiene un moco vaginal transparente; 1 cuando el moco o desecho
contiene muy pocos restos de pus o el moco se encuentra turbio; 2 cuando el moco
contiene pus en menos de la mitad de lo obtenido en la evaluacidn, generalmente
suele ser blanquecino o mucopurulento; 3 cuando el moco presenta mas de la mitad

de material purulento o sanguinolento y es fétido (Sheldon et al., 2009).
2.2.9.- Tratamientos en endometritis clinica.

Los tratamientos farmacoldgicos que se utilizan para endometritis clinica son el uso
de diferentes antibiéticos por via sistémica o por via intrauterina mediante
infusiones, también se utilizan hormonales como las prostaglandinas, se pueden
utilizar de manera independiente o combinados (Lima et al.,, 2013; Salasel &
Mokhtari, 2011). Sin embargo, estos tratamientos no han mostrado resultados
favorables en el desempefio reproductivo de la vaca (Galvao et al., 2008). Por lo
tanto, se han estado desarrollando tratamientos que eviten el uso de antibiéticos
para no causar la resistencia microbiana, y ofrezcan un mejor desempefio
reproductivo después de utilizarlos. Algunos de los tratamientos alternativos que se
han probado es el uso de soluciones salinas ozonificadas, infusiones con soluciones
hipertonicas como la dextrosa, infusiones con restos de microrganismos, el uso de
antinflamatorios u hormonales (PuriCicet al., 2014; Malinowski et al., 2011; Maquivar
et al., 2014; Morales et al., 2016; Pascottini & Opsomer, 2017; Wang et al., 2018).
Los tratamientos para endometritis subclinica (ESC) son los mismos que se utilizan
para la endometritis clinica; sin embargo, enfatizar que la ser una afeccién mediada

por una respuesta inmune exacerbada, el uso de antibidticos, hormonas o
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tratamientos no convencionales, parecen no tener un efecto favorable sobre esta

afeccion (Gonzalez, 2019).

2.2.10.- Diagnoéstico de endometritis subclinica.

El diagnostico de ESC es un reto, ya que al no mostrar signos que se pueden
identificar a simple vista, no presentar afecciones sistémicas ni desechos uterinos
que puedan ser apreciados dificulta su identificacion (Pascottini & Opsomer, 2017;
Sheldon et al., 2009). Se tuvieron que desarrollar técnicas para obtener muestras
uterinas y estimar el porcentaje de células polimorfonucleares infiltradas en el
endometrio. Las muestras se obtienen a través de lavados uterinos con bajo
volumen de solucion salina (Gilbert et al., 2005), por biopsias uterinas (Madoz et al.,
2014), raspados endometriales con cepillos especiales como el Citobrush
(Kasimanickam et al., 2005), por medio de ultrasonografia (Kasimanickam et al.,
2004) y la evaluacion de las concentraciones de sustancias proinflamatorias en
sangre (Ghasemia et al., 2012). Estas técnicas son complicadas de realizar,
costosas y requieren de entrenamiento del personal que las realiza. Sin embargo,
es necesario realizarlas para identificar cuales animales presentan dicha afeccién y
dar un tratamiento o manejo para revertirlo ya que mientras el animal esté afectado,
su desempeno reproductivo estara comprometido y se vuelve improductivo
(Robichaud & Dubuc, 2014).

2.2.11.- Factores de riesgo para que se presenten afecciones uterinas.

Se debe de revisar de manera puntual los factores que puedan incrementar la
presencia de la enfermedad, al conocer estos factores de riesgo se deben hacer
manejos para evitar la aparicion de estas enfermedades. Existen algunos factores
que predisponen a que se incremente la incidencia de metritis y endometritis clinica,
por ejemplo: partos distdcicos, partos gemelares, retenciéon de membranas fetales,
abortos y enfermedades metabdlicas en el posparto temprano por mencionar
algunas (Cheong et al., 2011). En sistemas de produccion de baja escala se han

identificado factores de riesgo para bajo desempefo reproductivo, mas no se han
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identificado factores especificos para la endometritis subclinica (Montiel-Olguin et
al., 2018). Es necesario hacer un analisis a detalle y revisar los manejos antes,
durante y después de parto de sistemas de produccion a baja escala para identificar

los manejos que pudieran estan aumentando la probabilidad de desarrollar la ESC.

2.2.12.- Prevalencia de enfermedades uterinas en sistemas de produccién de

leche intensivos.

En los sistemas de produccién de leche intensivos, se ha descrito una prevalencia
de metritis cercana al 40% entre los dias 10 y 14 dias posparto, esta afeccidon
presenta signos clinicos como las descargas uterinas con pus, fétidas y fiebre. Entre
los dias 20 y 40 posparto se ha reportado que ceca del 20% de las vacas presentan
afecciones de endometritis clinica, en esta afeccion se pueden encontrar descargas
con pus, pero sin pirexia. De los dias 40 al 60 posparto se presenta una prevalencia
de entre el 35 y 40 % de endometritis subclinica (Sheldon et al., 2009). La
prevalencia de endometritis subclinica en vacas lecheras de la region central de
México es del 43 % entre los dias 35 y 45 posparto, lo cual provocé una disminucion
de 11.4 % en la tasa de concepcion en el primer servicio y 13.7 % en la tasa

acumulada de gestaciones en el dia 120 posparto (Barajas-Merchan et al., 2018).

2-213.-Uso de ultrasonografia Doppler en la evaluaciéon del aparato

reproductor en bovinos.

El efecto Doppler es el efecto fisico que explica el cambio de frecuencia en una onda
cuando hay un movimiento entre la fuente emisora y el receptor. Existen varios tipos
de ultrasonografia Doppler, entre ellos encontramos el Color y el Poder. El Doppler
color calcula la velocidad media del flujo sanguineo, el color que se obtiene indica
la direccion del flujo y cuanto mas brillante sea, es mayor su velocidad. El Doppler
Poder tiene una mayor sensibilidad que el color lo que permite evaluar vasos de
menor diametro o con flujo lento (Henao-Gonzalez et al., 2023). Entonces, la
ultrasonografia Doppler es una herramienta que permite evaluar la funcionalidad del
tracto reproductivo, con la combinacién de la ultrasonografia en tiempo real y el

Doppler nos permite visualizar la irrigacion en utero y ovarios (De la Sota et al.,
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2025). Mientras el modo B o tiempo real nos proporciona imagenes que permiten
medir las estructuras anatdmicas como el cérvix, los cuernos u ovarios, el Doppler
evalua parametros hemodinamicos como la velocidad, la direccion y la resistencia
del flujo sanguineo. Esto permite evaluar cuando existe una alteracién en la
circulacion como en un proceso inflamatorio, como consecuencia de las sustancias
proinflamatorias que tienen efectos hemodinamicos, provocando una mayor
irrigacion en los tejidos afectados (Yafnez et al., 2022), lo que puede ocurrir con la
ESC. Estudios previos han demostrado que las vacas positivas a ESC presentan un
flujo sanguineo alterado, con un aumento en la resistencia vascular, afectando la
funcionalidad endometrial y la sobrevivencia embrionaria (Henao-Gonzalez et al.,
2023), El uso de la herramienta Doppler puede revelar la congestiéon vascular lo que

sugiere un endometrio inflamado (Yanez et al., 2022).
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2.3.- Justificacion

La endometritis subclinica es una enfermedad que afecta el desempefio
reproductivo y disminuye la productividad de los hatos lecheros. Sin embargo, no
se conoce su impacto en sistemas de produccion de baja escala y no se tienen
identificados los factores de riesgo que puedan aumentar su presentaciéon. Ademas,
no se cuenta con una herramienta diagnostica no invasiva que se pueda usar a nivel
de establo para hacer de manera mas rapida y amigable el diagndstico de esta

patologia uterina.
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2.4.- Hipotesis

Existen factores de riesgo que incrementan la presentacion de endometritis
subclinica durante el puerperio en vacas dentro de unidades de produccion
familiar de pequefa escala. Asimismo, que es factible el uso de
ultrasonografia del tracto reproductivo en tiempo real y Doppler como

herramienta diagnostica no invasiva para endometritis subclinica.
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2.5.- Objetivos
2.5.1. General

Identificar factores de riesgo para endometritis subclinica en vacas del sistema
familiar de produccion de leche de pequena escala y evaluar un método diagndstico

no invasivo para esta condicidon patologica.
2.5.2. Especificos

e l|dentificar los principales factores de riesgo para la presentacién de
endometritis subclinica en vacas del sistema familiar de produccién de leche.
e Determinar la eficacia diagndstica de la ultrasonografia en tiempo real y

Doppler para la deteccion de endometritis subclinica.
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3.1 ABSTRACT

The study aimed to evaluate the effect of subclinical endometritis (SCE) on
reproductive performance and identify risk factors for this pathology in small-scale
dairies. In four small-scale dairies, 608 lactations were monitored for health issues,
nutritional status, and reproductive events, and SCE was diagnosed based on
endometrial polymorphonuclear counting (PMN%) at 30+5 (SCE30) and 6015
(SCE60) days postpartum. The threshold for diagnosis was established according
to the quartile distribution of PMN%; 4 % and 2 % for SCE30 and SCE60. Conception
rate at first service (CRFS), number of services per conception (SC), and days open
(DO) were analyzed for SCE effect through Chi-square or ANOVA. Events of interest
were considered in each lactation to perform a risk factor analysis using univariate
logistic regression and multiple logistic regression model building. The population
attributable fraction was calculated to identify the most important risk factors.
Considering both sampling periods, 40.5 % of the cows were positive for SCE.
SCE30-positive cows had lower CRFS (38.9 vs 53.7 %), required 0.4 more SC, and
had 20.2 more DO than SCE30-negative cows (P < 0.001). SCE60-positive cows
had 16 more DO than SCE60-negative cows (P < 0.01). The most important risk
factors for SCE30 were retained fetal membranes (RFM) and uterine diseases, while
calving season, RFM, and SCE30 status were the risk factors for SCE60. SCE could
represent a major problem in small-scale dairies due to its prevalence and negative
effect on reproductive performance. Furthermore, there are identifiable risk factors
for SCE under these production conditions, which should be considered when

designing prevention strategies.
3.2 Introduction

Small-scale bovine milk production is crucial to global milk production (Hemme &
Otte, 2010). In Mexico, this type of dairy contributes at least 30 % of the national
annual output and holds significant social value, as it promotes local and regional
development and supports population retention in their places of origin (Espinoza-
Ortega et al., 2005); Mariscal-Aguayo et al. (2017). It has been found that

reproductive performance in small-scale dairies in Mexico is suboptimal, with
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identified risk factors that represent potential control points for improving
performance (Montiel-Olguin et al., 2019). However, the impact of the postpartum
uterine diseases, puerperal metritis, clinical metritis, clinical endometritis, and
subclinical endometritis, on reproductive performance and profitability of small-scale
dairies has not yet been determined. According to Sheldon et al. (2006), puerperal
metritis is an acute systemic disease due to bacterial infection of the uterus,
occurring during the first 2 weeks postpartum, and characterized by an enlarged
uterus, a fetid red-brown watery uterine discharge, and fever >39.5 ° C. The
condition is classified as clinical metritis if systemic signs are absent. Clinical
endometritis is characterized by the presence of purulent or mucopurulent uterine
discharge, detectable in the vagina after 21 days postpartum in the absence of
systemic signs. Subclinical endometritis, in turn, is defined as endometrial
inflammation with an increased polymorphonuclear cell infiltration, and without an
active bacterial infection or purulent material in the vagina. Small-scale bovine milk
production faces challenges, including limited economic resources, restricted access
to technology and technical advice (Montiel-Olguin et al., 2019), and it has less
intensive management than large-scale dairies. These conditions can aggravate the
impact of uterine diseases, such as subclinical endometritis (SCE), which often goes
unnoticed due to the absence of obvious clinical signs (Sheldon et al., 2019).
Inadequate detection and management of this disease can lead to lower conception
rates, prolonged calving intervals, and decreased milk production, raising production
costs (Barajas-Merchan et al., 2018). In large-scale dairies, a high prevalence of
SCE has been reported (Sheldon et al., 2019), with important negative effects on
reproductive performance (Barajas-Merchan et al., 2018; Gilbert et al., 2005). No
studies have been done addressing the direct impact of SCE on dairy herd
profitability, however, the negative effect of this pathology on reproductive efficiency
makes it a relevant factor that could affect productivity (Inchaisri et al., 2010). The
causes of SCE are still under debate, including an unspecific infection of the uterus,
or more probably, a decontrolled endometrial inflammatory response after a
persistent bacterial infection (Wagener et al., 2017). Negative energy balance,

metabolic diseases, and uterine infections during the puerperium, as well as calving
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assistance and retained fetal membranes, have been identified as risk factors for
this pathology in large-scale dairies (Cheong et al., 2011; Dubuc et al., 2010;
Wagener et al.,, 2017; Yanez et al., 2022). In small-scale dairy herds in Mexico
(Nunez et al., 2009), the prevalence of SCE, its effects on reproductive efficiency,
and the risk factors that increase its prevalence are unknown. Therefore, this study
aimed to identify the rate of occurrence of SCE, assess the impact of this pathology
on reproductive performance, and identify risk factors predisposing its development.
These findings will serve as a basis for designing reproductive improvement

programs to increase the productivity and profitability of small-scale dairies.
3.3.- Materials and methods
3.3.1.- Location and climatic conditions

The study was conducted from October 2021 to November 2023 on four dairy farms
(112 to 180 cows per dairy) in the Los Altos dairy basin in the state of Jalisco, Mexico
(202249 "01 "N, 102 - 43 ' 59 " W, 1800 mas). The climate is sub-humid to
temperate, with minimum and maximum temperatures of 4.2 C and 31.6 - C,
respectively. The average annual rainfall is 881 mm, with most precipitation from
June to September (Ruiz et al., 2012). The Los Altos region was selected because
Jalisco is a leading milk-producing state in Mexico and because about two-thirds of
the state’s milk production relies on small-scale operations in this region. The farms
were selected by convenience sampling looking for representativeness of typical
characteristics of a small-scale dairy system (Espinoza-Ortega et al., 2005). Small-
scale dairies in the Los Altos region are between 10 and 150 cows in size, they are
the main source of employment for family members and incorporate intermediate

levels of technology (Montiel-Olguin et al., 2019).
3.3.2.- Herd management and selection criteria

A total of 608 lactations (first to seventh) of Holstein cows from the four selected
dairies were monitored during the experimental period. The minimum sample size
was determined through a power test with an alfa error <0.05, resulting in 450

lactations. The experimental cows were pre-selected when entering the dry period
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and confirmed to stay in the study at 305 postpartum days if they did not present
clinical signs of iliness at that time. If infectious or metabolic diseases occurred
before the confirmation postpartum day the cows received conventional treatments
until recovery or culling. Fifteen cows were culled between 3045 to 60+5 postpartum
days reducing the total to 593 lactations for statistical analysis. Mechanical milking
was performed twice a day in herringbone parlors. Feed was offered twice a day,
using total mixed rations consisting of 60 % corn silage and stubble and 40 %
commercial concentrate for dairy cattle (88 % dry matter, 21 % crude protein, 12 %
acid detergent fiber, 25 % neutral detergent fiber, and 1.8 Mcal/kg NEL). Vaccination
programs for infectious diseases prevalent in the area are routinely applied. A
voluntary waiting period of 60 days was used, and services were provided by fixed-
time artificial insemination (Al) at 70 days postpartum after a double-ovsynch
protocol. Pregnancy diagnosis was carried out by real-time ultrasonography at 45

days post- service.
3.3.3.- Diagnosis of subclinical endometritis

To determine the presence of SCE, cytological samples of uterine epithelium were
collected in cows without clinical signs of illness at 3015 and 60+5 days postpartum
using the cytobrush technique. The cytobrush was screwed on a modified Al device
for cows, with the brush protected by a disposable plastic catheter and plastic sleeve.
Once inside the uterine body, the brush was exposed and rolled along the uterine
wall. After this, the brush was drawn back into the Al device before being removed
from the reproductive tract to prevent contamination. Outside the cow, the brush was
removed from the Al device and a cytological imprint was made by rotating it on a
microscope slide (Kasimanickam et al., 2005). Thereafter the samples were fixed
with alcohol and stored until stained and cell counted in the laboratory. The staining
was done with a commercial dye (CAT 548 blood smear and bone marrow stain, Hy-
cel®). Subsequently, by observation under the microscope at 400x magnification,
the percentage of poly morphonuclear neutrophils (PMN) in a sample of 300 cells
was determined, considering epithelial cells and PMN (Melcher et al., 2014). The
evaluation was conducted independently by two individuals, and if there was a
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variation of >10 % between their determinations, the procedure was repeated. The
percentage of PMN infiltration was calculated as the average of both measurements,
with a sample considered positive for SCE if the percentage was equal to or greater
than the third quartile limit obtained from the quartile distribution of the total
observations: 4.0 % and 2.0 % infiltration for 30 (SCE30) and 60 (SCEGO) days

postpartum, respectively.
3.3.4.- Events of interest and reproductive performance

The herds included in the study were supervised twice a week by an experienced
veterinarian who diagnosed metabolic and infectious diseases and prescribed
correspondent treatments. The visiting veterinarian compiled all the information for
the study’s statistical analysis. The general management and registration of events
were done by the herd owner. For all cows included in the study, events during the
peri partum, puerperium, and service period were recorded, and specific events of
interest were established to determine risk factors for SCE (Tables 2 and 3). For the
same purpose, body condition score (BCS) was determined (Ferguson et al., 1994)
by the herd owner at dry-off, calving, and 30 and 60 days postpartum. The presence
of metabolic (hypocalcemia and ketosis) and uterine infections (i.e., clinical metritis
and endometritis) (Sheldon et al., 2009), during the first 21 postpartum days was
also registered. A cow was considered positive for hypocalcemia if she exhibited
prostration, muscle tremors, a neck bent to one flank, and an inability to stand up
(Arechiga-Flores et al., 2022). Ketosis was diagnosed based on signs such as
inappetence, acute loss of body condition, ketone-smelling breath, incoordination,
and dry feces (Zhang & Ametaj, 2020). Cows diagnosed with these disorders were
treated until recovery using conventional therapeutic protocols. Two calving seasons
within the year were defined for statistical analysis: the rainy season, from June to
October, and the dry season, from November to May. Two parity categories were
also established: primiparous and multiparous (cows with two or more calving). The
type of delivery was recorded as assisted when any help was required to extract the
calf. Retained fetal membrane (RFM) was defined as when expulsion was not
achieved in the first 12 h postpartum. The sex of the calf, occurrence of single or

40



twin births, and cases of abortion were also recorded. The factors of interest for 60
days were the same, with the addition of the presence or absence of SCE in the first
sampling. Furthermore, the conception rate at first service (CRFS), number of
services per conception (SC), and days open (DO) were calculated from the data

recorded.
3.3.5.- Statistical analysis

All statistical analyses were performed with SAS version 9.4 (SAS Institute Inc. Cary,
NC, USA). The effects of SCE on SC and DO were determined through analysis of
variance (ANOVA) for a completely randomized design on data transformed for
normality using the inverse function. The appropriateness of the transformation was
tested through the Shapiro-Wilk method. The effect of SCE on CRFS was
determined through Chi-Square analysis. The level of statistical significance for
ANOVA and Chi-Square analysis was set at P<0.05. From these models, adjusted
odd ratios, unbiased relative risks (Zhang & Yu, 1998), and population attributable
fractions (PAF) (Lin & Chen, 2019) were calculated to identify the most important
risk factors of SCE.

3.4.- Results

Based on the criteria established for classifying cows as SCE-positive, 10.3 % were
positive at both 30 and 60 days postpartum (n =61), 14.7 % were positive only at 30
days postpartum (n =87), and 15.5 % were positive only at 60 days postpartum.
Overall, 40.5 % of the cows were classified as SCE-positive. No significant
differences were observed in the percentage of SCE- positive cows among the herds
included in the study (36.7 to 43.9, P >0.05). The effects of SCE30 and SCEG0 on
CRFS, SC, and DO are presented in Table 1. SCE30-positive cows had lower CRFS
(38.9 % vs. 53.7 %, P < 0.001), required a higher number of SC (2.2 vs. 1.8 services,
P< 0.001) and had a higher number of DO compared to negative cows (137 vs 117
days, P <0.001). In contrast, SCE60-positive cows had CRFS and SC similar to
negative cows (> 0.10) but had a higher number of DO (131 vs. 115 days, P <0.01).
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Tables 2 and 3present selected events of interest and their effects on SCE30 and
SCEG60, respectively. For SCE30, parity, calving assistance (CA), abortion, RFM,
metabolic disease during the first 30 days postpartum (MD30), and uterine disease
during the first 30 days postpartum (UD30) were identified as events to be included
in the multiple analysis. For SCEGO, the selected events were calving season (CS),
parity, CA, RFM, UD30, MD30, uterine disease between 31 and 60 days postpartum
(UD31-60), and SCE30. Tables 4 and 5present the logistic regression models that
include the risk factors for SCE30 and SCE60 and their relative importance based
on PAF. The risk factors identified for SCE30 were CA, RFM, UD30, and MD30. For
ESC60, the risk factors were CS, RFM, UD31-60, and SCE30. According to the
PAF, the factors with the greatest potential impact on the development of SCE were
RFM and UD30 for SCE30, and CS, RFM, and SCE30 for SCEG0.

3.5.- Discussion

This study is the first to investigate the SCE status of cows in a small- scale
production system in Mexico utilizing a large sample size that makes the results
robust. According to the criteria used and considering the samples taken at 30 and
60 days postpartum, 40.5 % of the cows were classified as SCE-positive. This
prevalence is slightly lower than the 43 % reported between 35 and 45 days
postpartum in intensive milk production systems in Mexico (Barajas-Merchan et al.,
2018) and higher than the 21 % and 32 % observed by Ochoa (2020) and Prunner
et al. (2014), around day 30 postpartum in medium and small-scale dairy farms,
respectively. In contrast, in grazing dairy cows, a prevalence of SCE of 17 % was
found within a range of 21 to 62 days postpartum (Madoz et al., 2013). The
prevalence of SCE reported for cows in various studies is highly variable, ranging
from 40 % (Barajas-Merchan et al., 2018; Dubuc et al., 2010; Lopdell et al., 2011;
Madoz et al., 2014; Ochoa., 2020; Plontzke et al., 2010; Kasimanickam et al., 2004;).
Among the factors proposed as determinants of this variability are the timing of
postpartum sampling, the threshold PMN used to classify positive cases, and the
production system. PMN endometrial infiltration decreases as the postpartum period
progresses, regardless of whether SCE develops (Sheldon et al., 2006; Wagener et
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al., 2017). Therefore, the threshold for PMN endometrial infiltration for SCE
diagnosis is typically adjusted downward throughout the postpartum period (Madoz
et al., 2013; Wagener et al., 2017). The threshold of PMN for SCE diagnosis and the
criteria used to define it vary widely (Melcher et al., 2014) indicating the absence of
a universally accepted standard. The influence of herd management or production
systems on the prevalence of SCE is supported by studies that have observed
differences among herds (McDougall et al., 2020; Prunner et al., 2014). Herd-level
risk factors have been identified that influence the prevalence of this pathology
(Cheong et al., 2011; Prunner et al., 2014), with lower prevalence in pasture-based
production systems than in confined intensive systems (Madoz et al., 2014; Lopdell
et al.,, 2011). In our study, the production system of the experimental herds was
considered small-scale (Nufiez et al., 2009), and there are no previous data related
to SCE in this kind of herd. Thus, we chose to use the percentile distribution of
endometrial PMN to diagnose SCE, as it reflects the condition of the experimental
population. Additionally, because one of our objectives was to estimate the effect of
ESC on reproductive performance, it was deemed inappropriate to use ROC curves
for determining the diagnostic PMN threshold to avoid the circularity issue noted by
McDougall et al. (2020) when using reproductive performance to diagnose SCE
(ROC curve) and then evaluate the effect of SCE on reproductive performance
(Barajas-Merchan et al., 2018; Barlund et al., 2008; Dubuc et al., 2010; Madoz et al.,
2013; Kasimanickam et al., 2004). Nearly 40 % of SCE30-positive cows were still
considered positive at 60 days postpartum, a lower rate of spontaneous recovery
than that observed by Lopdell et al. (2011) and Plontzke et al. (2010). These authors
have observed significant decreases in SCE prevalence as the postpartum period
progressed but did not adjust the PMN threshold at different postpartum times and
worked with large-scale herds. In summary, the presence of SCE-positive cows in
our study is comparable to that in large-scale dairies and is at a level that may pose
a problem for reproductive and productive performance. SCE30-positive cows had
lower CRFS, needed 0.4 times more SC, and had 20.2 more DO. Conversely,
SCE60-positive cows showed no difference in CRFS or SC compared to negative

cows but did have 16 more DO. In both cases, the average DO exceed the 110 to
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120 days suggested as optimal for small-scale production systems in Mexico (Vera
et al., 2009), potentially affecting profitability (Inchaisri et al., 2010). Other studies
have also reported the negative effects of SCE on reproductive performance in both
small (Barrio et al., 2015; Plontzke et al., 2010) and large-scale herds (Barajas-
Merchan et al., 2018; Barlund et al., 2008; Gilbert et al., 2005; Kasimanickam et al.,
2005). In our study, the negative effects on reproductive performance were more
evident in the SCE30-positive cows than in the SCE60-positive group. The negative
effects of SCE on reproductive performance might be evident in the short or medium
term (Gilbert, 2011). If the medium-term effects are more significant, this could
explain the greater negative effects on reproductive performance observed in
SCE30-positive compared to SCE60-positive cows. The difference might also be
related to the lower PMN infiltration threshold applied at 60 vs. 30 postpartum days
(=22 % and 24 %, respectively), suggesting that the threshold of PMN concentration
required to exert negative effects is higher than our 60 postpartum threshold
(Sheldon et al., 2009). This observation, although speculative, underscores the need
for standardized methods for SCE diagnosis. The occurrence of events considered
in the risk factor analysis, such as abortion, CA, RFM, twin deliveries, UD, and MD,
were 4 %, 8 %, 16 %, 1 %, 9 %, and 6 %, respectively (Tables 2 and 3), like findings
by Montiel-Olguin et al. (2019) in small-scale dairy herds. The risk factors for SCE30
were CA, RFM, UD30, and MD30, while for SCE60, they were CS, RFM, UD31-60,
and SCE30. Few studies have focused on identifying risk factors for SCE, and those
that have often used different criteria for diagnosing this uterine pathology. However,
conditions associated with negative energy balance (NEB) during the puerperium,
such as low body condition at delivery, increased blood ketone bodies, and high milk
production levels, have been identified as risk factors for SCE (Cheong et al., 2011;
Dubuc et al., 2010; Yanez et al., 2022). The alteration in uterine immune function
associated with NEB during postpartum (Wathes et al., 2009) is considered a
mediator that increases the prevalence of SCE. Our study did not find a relationship
between low body condition during different reproductive stages and SCE (Tables 3
and 4), which could be related to the low production levels and the depth of NEB in

cows in small-scale herds (Montiel-Olguin et al., 2019). However, we found that
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metabolic diseases during postpartum constitute a risk factor for SCE, similar to
observations by other authors (Cheong et al., 2011; Dubuc et al., 2010; Yafez et al.,
2022). Additionally, uterine infections have been identified as risk factors for SCE
(Cheong et al., 2011; Dubuc et al., 2010), in agreement with our study. The
relationship between these uterine pathologies and SCE seems to be associated
with a persistent inflammatory condition that develops after the uterine infection
(Sheldon et al., 2006) rather than the persistence of an active bacterial infection
(Madoz et al., 2014; Prunner et al., 2014). In the case of CA as a risk factor for SCE,
injury to the uterine epithelium during obstetric procedures may facilitate the
development of uterine infections and SCE (Cheong et al., 2011; Dubuc et al., 2010).
Likewise, tissue damage can initiate an inflammatory response with PMN infiltration
characteristic of SCE (Mohammed et al.,, 2017) or generate a sequence of RFM
(Montiel-Olguin et al., 2019), uterine infection (Dubuc et al., 2010; Han & Kim, 2005;
T.J. Potter et al., 2010;), and SCE. However, CA and RFM were not displaced from
the model by UD during the multiple regression analysis, suggesting that their effect
on SCE might be independent of UD. In the case of RFM, the altered immune status
predisposing subjects to its presentation (Chebel, 2021) could be the mediator for
increasing the risk of SCE. The risk factors for SCE60 were similar to those identified
for SCE30, including SCE30. As previously mentioned, 40 % of SCE30-positive
cows remained positive at 60 days postpartum, indicating a limited recovery rate that
may explain the relationship between SCE30 and SCE60. The occurrence of
calvings during the rainy season increased the probability of SCE60, through factors
that are difficult to explain, but which might be related to a less sanitary environment
increasing the risk of uterine contamination (Sheldon et al., 2006). Other authors
have not observed a relationship between CS and SCE (Prunner et al., 2014),
although they did not specify whether the seasons compared were related to the
rainfall patterns. The magnitude of OR and RR for the identified risk factors partially
indicates the degree of impact this risk factor has on SCE (Tables 4 and 5). However,
this impact will also depend on the proportion of the risk factor in the population, a
relationship that can be estimated by calculating the PAF. The PAF values in Tables

4 and 5 estimate the percentage of SCE cases that could be avoided if exposure to
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the corresponding risk factor is eliminated (Llorca et al., 2001). The highest PAF
values for SCE30 were those corresponding to UD30 (0.24) and RFM (0.14),
suggesting that prevention strategies for SCE30 should focus on reducing these risk
factors. For SCEG0, the strategy should aim to reduce RFM (PAF=0.10) and SCE30
(PAF=0.16). As to the effect of CS on SCEG0 (PAF=0.22), an important issue should
be to identify the specific factors mediating this effect before suggesting a
correspondent prevention strategy. The study of SCE presents significant
challenges, particularly due to the lack of a universal criterion for defining the PMN
threshold and determining the optimal postpartum timing for sample collection. In
this study, population-specific PMN thresholds were applied instead of standardized
diagnostic criteria, and the analysis was restricted to two postpartum windows (30
and 60 days). These limitations may affect the comparability of the results with those
of other studies. Additional limitations include the study’s focus on a limited number
of small-scale dairy farms within a specific region of Mexico, which restricts the
generalizability of the findings to other regions or production systems. Moreover,
critical factors such as milk production and its relationship to SCE were not
evaluated, leaving a gap in understanding its influence on production efficiency.
Despite these limitations, the findings of this study are consistent with results from
other research and provide new evidence on potential risk factors for SCE.
Continued research is essential, particularly within this production system and
across a broader range of dairy farms, to validate these findings further and enhance

our understanding of SCE and its management.
3.6.- Conclusions

The prevalence of subclinical endometritis is significant in small- scale dairy herds
in Mexico and negatively impacts reproductive performance. The key cow-level risk
factors for this condition that should be considered when developing preventive
strategies include retention of fetal membranes and uterine infections. Additionally,
due to the impact of the rainy season on the occurrence of subclinical endometritis,
an important issue should be to identify the specific factors mediating this effect
before suggesting a correspondent prevention strategy.
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Table 1. Reproductive performance in cows negative or positive for subclinical
endometritis at 30 and 60 days postpartum.

Reproductive Indicator
SCE diagnosis Conception rate at first Services for conception Days Open
service % (95% C.1.) meantsd meantsd
Negative to SCE30 53.7 (49.5-57.6) 1.81£0.05 117.1£5.3
(n=454)
Positive toSCE30 38.9 (34.8-42.7) 2.2+0.10 137.315.3
(n=154)
P <0.001 <0.001 <0.001
Negative toSCE60 51.5 (47.3-55.5) 1.81£0.05 1154£2.7
(n=440)
Positive toSCE60 47.0 (42.9-51.1) 2.0£0.10 131141
(n=153)
P 0.33 0.24 <0.01

SCE, subclinical endometritis; 95% C.1., 95% confidence interval; P, probability value; sd,
standard error of the mean.
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Table 2 (A). Events of interest and their effect on subclinical endometritis at 30 days

postpartum (ESC30).

Event of interest or potential
risk factor

BCS at dry-off
BCS <2.75
BCS >2.75

BCS at calving
BCS <2.75
BCS >2.75

BCS at 30 d post calving
BCS <2.75
BCS >2.75

Calving season

Rain (Jun—Oct)

Dry (Nov—May)

Parity
Multiparous
Primiparous
Calving assistance
Yes

No

SCE30 positive cows % (95% C.I)

27.9 (20.9-34.9)

24.3 (20.1-28.4)

27.8 (21.0 — 34.6)

24.2 (20.0 — 28.4)

25.8 (21.7 — 29.6)

22.7 (13.4 — 32.0)

25.9 (20.5 — 31.3)

24.8 (20.0 — 29.6)

21.4 (16.1 - 26.7)

27.9 (23.2 - 32.7)

57.1 (42.2 — 72.0)

21.3 (17.8 — 24.9)

P

0.36

0.34

0.54

0.76

0.07

<.0001

BSC, body condition score; RFM, retained fetal membranes; C.l., 95% confidence interval;

P, probability value.
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Table 2 (B) continued. Events of interest and their effect on subclinical endometritis

at 30 days postpartum (ESC30).

Event of interest or potential risk factor SCE30 positive cows % (95% P
C.l)
Abortion

Yes 46.1 (25.0-67.2) 0.01
No 24.4 (20.8 — 27.9)

RFM

Yes 52.0 (41.7 - 62.2) <.0001
No 20.0 (16.4 — 23.6)

Calf sex
Female 24.0 (19.2-28.7) 0.56
Male 26.1 (20.5 - 31.6)
Twin birth

Yes 40.0 (5.2 — 85.3) 0.45

No 252 (21.6 —28.7)
Uterine disease in the first 30 d postpartum

Yes 91.4 (81.0-97.1) <.0001

No 18.3 (15.0 — 21.6)
Metabolic disease in the first 30 d postpartum

Yes 47.4 (30.1 — 64.5) <0.001

No 23.9 (20.2 - 27.4)

BSC, body condition score; RFM, retained fetal membranes; C.l., 95% confidence interval;

P, probability value.
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Table 3 (A). Events of interest and their effect on subclinical endometritis at 60 days

postpartum (ESC60).

Event of interest or potential risk SCEG60 positive cows % (95% C.I)

factor
BCS at dry-off
BCS <2.75 26.8 (19.7 — 33.7)
BCS >2.75 25.9 (21.1 — 29.6)

BCS at calving

BCS <2.75 27.9(21.0-34.7)

BCS >2.75 24.9 (20.05-29.1)
BCS at 30 d post calving

BCS <2.75 25.6 (21.7 — 29.5)

BCS >2.75 26.4 (16.5 - 36.2)
BCS at 60 d post calving

BCS <2.75 25.9 (22.0 - 29.7)

BCS >2.75 24.3 (13.5-35.0)

Calving season

Rain (Jun—Oct) 31.5(27.5-39.3)
Dry (Nov—May) 19.7 (15.2-24.1)
Parity
Multiparous 21.6 (16.2 - 26.9)
Primiparous 28.7 (23.8 — 33.6)

P

0.73

0.43

0.88

0.77

<0.001

0.05

BSC, body condition score; RFM, retained fetal membranes; C.l., 95% confidence interval;

P, probability value.
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Table 3 (B) continued. Events of interest and their effect on subclinical endometritis

at 60 days postpartum (ESCG60).

Event of interest or potential risk factor = SCEG60 positive cows % (95% C.l) P
Calving assistance
Yes 45.8 (30.6 — 60.9) 0.002
No 24.2 (20.4 — 28.0)
Abortion
Yes 19.2 (6.5 - 39.3) 0.43
No 26.1 (22.3 — 29.8)
RFM
Yes 42.2 (31.9-52.6) <0.001
No 22.5(18.6 — 26.3)
Calf sex
Female 26.9 (21.9 - 32.0) 0.45
Male 24.21 (18.7 — 29.6)
Twin birth
Yes 40.0 (5.2-85.3) 0.47
No 25.7 (22.0 — 29.2)
Uterine disease in the first 30 d postpartum
Yes 53.6 (39.6 — 67.5) <0.001
No 22.9 (19.2 - 26.5)

BSC, body condition score; RFM, retained fetal membranes; C.l., 95% confidence interval;

P, probability value.
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Table 3 (C) continued. Events of interest and their effect on subclinical endometritis

at 60 days postpartum (ESCG60).

Event of interest or potential risk factor SCEG60 positive cows % (95% C.l) P
Metabolic disease in the first 30 d
postpartum
Yes 43.2 (25.9 - 60.5) 0.001
No 24.6 (20.9 — 28.3)
Subclinical Endometritis at 30 d
postpartum
Yes 41.2 (32.9-49.4) <0.001
No 20.6 (16.7 — 24.5)
Uterine disease between 31 to 60 d
postpartum
Yes 86.4 (65.0 — 97.0) <0.001
No 23.5(19.9 - 27.0)
Metabolic disease between 31 to 60 d
postpartum
Yes 40.0 (5.2 - 85.3) 0.46
No 25.6 (22.0 — 29.2)

BSC, body condition score; RFM, retained fetal membranes; C.1., 95% confidence interval;

P, probability value.
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Table 4. Logistic regression model for association between risk factors and
subclinical endometritis at 30 days postpartum.

Risk Factor Comparison
Calving Yes vs. No
assistance

RFM Yes vs. No

Uterine disease Yes vs. No
in the first 30 d
postpartum

Metabolic Yes vs. No
disease in the

first 30 d

postpartum

OR

24

2.6

46.0

3.4

OR 95%
C.lL

1.1-5.3

1.34.9

17.5—

120.7

1.6-7.2

RR

1.9

2.0

3.6

RR 95%
C.L

1.1-2.9

1.3-3.0

41-4.8

1.5-4.0

Pe

0.08

0.16

0.09

0.06

Pe 95% C.I.

0.06-0.10

0.13-0.19

0.07-0.11

0.04-0.08

PAF

0.06

0.14

0.24

0.08

RFM, retained fetal membranes; OR, adjusted odd ratio; 95% C.l., 95% confidence
interval; RR, unbiased relative risk; Pe, proportion of cows exposed to each risk factor;
PAF, population attributable fraction; The P value for retention in the model was <0.10.
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Table 5. Logistic regression model for association between risk factors and
subclinical endometritis at 60 days postpartum.

Risk Factor Comparison OR OR95% RR RR95% Pe Pe PAF
C.. C.L 95%C.I.

Calving season Rainvs.dry 2.1 1.4-3.1 1.8 1.3-24 0.44 0.40-048 0.22
RFM Yes vs. No 2.0 1.2-3.3 1.7 12-24 0.16 0.13-0.19 0.10
Uterine disease Yes vs. No 15.8 44-565 3.7 2543 0.04 0.02-0.06 0.07
between 31 to 60 d

postpartum

Subclinical Yes vs. No 2.1 1.3-3.3 1.8 1.3-24 0.25 0.21-0.28 0.16
endometritis at 30 d

postpartum

RFM, retained fetal membrane; OR, adjusted odd ratio; 95% C.I., 95% confidence interval;
RR, unbiased relative risk; Pe, proportion of cows exposed to each risk factor; PAF,
population attributable fraction; The P value for retention in the model was <0.10.
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e 4.- Capitulo 3: Determinacion de la eficacia diagndstica de la ultrasonografia

en tiempo real y Doppler para la deteccion de endometritis subclinica.
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4.1 Introduccioén

La endometritis subclinica, como enfermedad uterina del puerperio, presenta una
prevalencia elevada en hatos bovinos lecheros y representa un factor de
importancia que afecta el desempeno reproductivo y la rentabilidad (Barajas-
Merchan et al., 2018; Sheldon et al., 2019). Los métodos de diagndstico para esta
patologia, se basan en la determinacion del grado de infiltracion endometrial de
células polimorfonucleares a partir de lavados uterinos, raspados endometriales o
biopsias de la pared uterina (Wagener et al., 2017), lo que los hace impracticos para

su uso extensivo a nivel de establo.

Los diferentes componentes del tracto reproductor de la vaca desempefian un rol
importante en la fisidloga reproductiva, desde la ovulacion hasta la adhesion
embrionaria. La evaluacion anatomica con técnicas como la palpacion rectal, la
ultrasonografia en tiempo real y Doppler ayuda a identificar variaciones
morfolégicas funcionales que estan asociadas a la presencia de enfermedades,
como pudiera ser el caso de la ESC. Es necesario y de suma importancia que ocurra
la involucion uterina en tiempo y forma para que se recupere la actividad ovarica y
lograr un buen desempeno reproductivo. Se ha reportado que fallos en la involucion
uterina pueden retrasar el reinicio de la actividad ovarica y por ende afecta de
manera negativa el desempefio reproductivo (baja fertilidad, aumento de servicios
por concepcidon y aumento de dias abiertos). Existen multiples factores que pueden
retrasar la involucion uterina, pero entre los mas relevantes, encontramos las
enfermedades uterinas, la condicién corporal (Dominguez et al., 2008) y el nUmero
de partos (Rekwot et al., 2000). Aunque este ultimo factor es controversial, ya que
algunos estudios muestran efecto y otros no (Tanaka et al., 2008). Las vacas con
mayor numero de partos tienen el tracto reproductivo de mayor tamafio por lo que
se han descrito algunos mecanismos por los cuales este mayor tamafo pudiera
disminuir su fertilidad (Martin et al., 2022). Independientemente de la edad, se ha
reportado que las vacas positivas a ESC tienen ligeramente aumentado el tamafio
del utero, con paredes mas gruesas y la posible presencia de liquido en la luz uterina

indicativo de exudado inflamatorio, en contraste con las vacas negativas con
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paredes mas delgadas, uniformes y sin liquido en la luz uterina (Baez et al., 2016).
Con las medidas de ultrasonografia, podemos observar que en general las vacas
positivas a ESC presentan estructuras anatémicas ligeramente mas grandes, esta
condicion se puede explicar por un retraso en el puerperio, ya que, al estar afectado
el endometrio, retrasa volver a su tamafo habitual, ademas de que la evaluacion
del desempefio reproductivo sugiere que también existe un retraso en la
reconstitucion tisular funcional (Kasimanickman et al., 2004). El tracto reproductor
de las vacas sufre cambios importantes en funcién del numero de partos que ha
tenido, por ejemplo, el cérvix crece y cambia su forma con los partos, el utero se
expande de manera significativa para alojar al producto, y aunque durante el
puerperio experimenta una involucién se ha reportado que los partos pueden influir
en la velocidad de involucién, tenido como consecuencias cuernos de mayor tamafo
en vacas con mayor numero de partos (Baez et al., 2016). En general en cada parto
se esperaria variaciones en el tamafno de estructuras como el cérvix, los cuernos
uterinos y que esto ocasione una falla en la funcién reproductiva lo que implica poner
atencion en la gestion y cuidado de la salud reproductiva de las vacas. En un estudio
se analizd la relacion que existe entre el tamafo de los cuernos uterinos con el
numero de partos y su relacion con la fertilidad, mostrando que las vacas multiparas
tuvieron mayor volumen uterino vs primiparas; ademas, se observé una asociacion
negativa entre el tamano del utero y la tasa de concepcién. En general, vacas con
uteros mas grandes tuvieron una menor fertilidad, esto se lo atribuyen a que con el
incremento de tamano del utero se presenta una disminucién de la elasticidad y el
tono muscular del miometrio, o que tendria consecuencias en la involucion uterina
retrasando el puerperio y el reinicio de la actividad ovulatoria (Baez et al., 2016). Sin
embargo, contrastando con estos resultados otro estudio donde se evalu6 también
la paridad y la raza, no se observé un efecto del numero de partos sobre la cantidad
de servicios por concepcion, ni los dias abiertos (Corea-Guillen et al., 2008). Otros
estudios han categorizado vacas en funcion de la posicion de los cuernos uterinos
y cérvix en la cavidad pélvica o abdominal, donde se clasifica con un valor de uno
cuando el cérvix y los cuernos estan en la cavidad pélvica, dos cuando el cérvix esta

en la pelvis, pero los cuernos estan en la cavidad abdominal y tres cuando ambas
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estructuras anatomicas estan en la cavidad abdominal (Madureira et al., 2020;
Young et al., 2017). En estos estudios se ha demostrado que aquellas vacas que
muestran categorias uno y dos presentan mejor desempefio reproductivo que las
de categoria tres. Aunque hay una tendencia a que vacas con mayor numero de
partos califiquen en categoria tres, también animales jévenes con pocos partos
pueden caer en esta categoria, lo que sugiere que el tamafo del utero también debe
ser incluido en un programa de mejoramiento genético para tener vacas con tractos

mas pequefos y mejorar su fertilidad (Martin ef al., 2022).

La ultrasonografia Doppler ha emergido como una herramienta prometedora en la
valoracion funcional del aparato reproductor en bovinos, con la ventaja de que es
una técnica no invasiva. En estudios previos con el uso del Doppler se pudo evaluar
la funcién lutea en base al grado de irrigacion de esta estructura y se concluyé que
se pueden hacer diagnosticos de gestacidn mas precoces (18-21 dias post-
servicio), con una confiabilidad bastante alta. En otro estudio se reporta la aplicacién
del Doppler para mejorar la tasa de produccién in vitro de embriones, utilizando esta
herramienta, previo a la recoleccién in vivo de ovocitos (ovum pick up, OPU). Se
observé que, a mayor irrigacion ovarica, estimada mediante la ultrasonografia
Doppler, se aumentaba la produccion in vitro de blastocitos (Villaseror et al., 2021).
Al determinar el grado de irrigacion de un tejido, la ultrasonografia Doppler podria
identificar incrementos en ésta asociados a procesos inflamatorios como ocurre en
la metritis y endometritis clinica. La endometritis subclinica, como un proceso
inflamatorio crénico (Sheldon et al., 2006), podria a su vez provocar cambios en el
patrén de irrigacion uterina detectables a través de la ultrasonografia Doppler, sin

embargo, esto aun no se ha evaluado.

Derivado de lo anterior, el objetivo de este trabajo fue el de determinar la eficacia
diagnodstica de la ultrasonografia en tiempo real y Doppler para la deteccion de

endometritis subclinica.
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4.2. Materiales y métodos.
4.2.1 Ubicacion

El estudio se realizé entre octubre de 2021 y noviembre de 2023 en cuatro establos
de la cuenca lechera de los Altos en el estado de Jalisco, en el municipio de
Tepatitlan de Morelos, seleccionadas por un criterio de conveniencia y con
caracteristicas del sistema de lecheria familiar (Nufiez et al., 2009). La zona donde
se encuentran los establos se localiza entre los 20 y 21° de latitud norte y los 102°
de longitud oeste, con un rango de altitud de 1522 a 1850 metros sobre el nivel del
mar. El clima es de subhumedo a templado, con temperaturas minimas de 4.2°C y
maximas de 31.6°C. La media de precipitacion pluvial es de 881 mm, concentrados

en los meses de junio a septiembre (Flores et al., 2012).

4.2.2 Seleccién y manejo general de establos.

Se trabajo en 4 establos caracteristicos del sistema semi-tecnificado/familiar (Nufiez
et al., 2009), con un rango entre 70 y 120 vacas en produccién de la raza Holstein;
se obtuvo la informacién de 608 lactaciones. Las vacas se alojaron en corrales
techados con lamina o plastico con zonas de descanso comun y echaderos
individuales en tres de ellos. La alimentacidon de las vacas se basa en mezclas con
forrajes y concentrados comerciales (con un 88% de materia seca, 21% de proteina
cruda, 12% de fibra detergente acido, 25 de fibra detergente neutra y 1.8 Mcal/kg
de ENL). En todos los establos se ofrecen raciones mezcladas totales dos veces al
dia. Todas las unidades de producciéon cuentan con calendarios de vacunacion
contra complejo abortivo, brucelosis, clostridiasis y antrax. Las vacas que
presentaron enfermedades metabdlicas o reproductivas en el posparto recibieron
tratamientos convencionales por parte de los veterinarios encargados en cada
establo, y esta informacion fue recabada por nuestro equipo de trabajo. Las vacas
que mostraron signos de enfermedades uterinas en los dias de muestreo fueron
excluidas del estudio.

4.2.3 Diagnéstico de Endometritis subclinica

Para determinar si la vaca presentdé o no endometritis subclinica se tomaron

muestras citoldégicas de epitelio uterino a los 25-35 dias posparto mediante la
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técnica de Citobrush (Gonzalez, 2019). Se utilizé un aplicador de inseminacion
artificial que fue modificado en un taller de torno. Al embolo de un aplicador de
inseminacion artificial se le hizo rosca en la parte que presiona las pajillas, la fraccion
con rosca fue de medio centimetro. A los cepillos Citobrush se les realizé un corte
en una parte para que quedaran aproximadamente de 10 centimetros de longitud y
con una broca pequefa se hizo una pequefa abertura donde posteriormente se
introducira el aplicador con la rosca. Una vez ensamblado el cepillo se colocd una
funda para inseminacion artificial donde se protegié el cepillo de contaminacion
vaginal ocultandolo dentro del estilete. Ya armado, se colocé una camisa sanitaria
la cual se rompid una vez que el aplicador se encontraba dentro del cuerpo del utero.
Antes de introducir el aplicador se limpi6é con agua el area perivulvar, con la ayuda
de una persona se abrieron los labios vulvares y se introdujo el aplicador modificado
en un angulo de 45° durante los primeros 10 centimetros, posteriormente se coloco
en posicion horizontal hasta llegar al cérvix. El cérvix fue atravesado tal y como se
hace cuando se realiza una inseminaciéon artificial siempre manipulandolo de
manera gentil. Una vez que la punta del aplicador llegd hasta el cuerpo del utero,
se rompio la camisa sanitaria y se presioné el embolo del aplicador para exponer el
Citobrush, en este lugar se gird6 el embolo tres ocasiones en direccion de las
manecillas del reloj. Se volvié a introducir el cepillo en el aplicador retrayendo el
embolo para evitar contaminacion durante su trayecto hacia el exterior. A partir de
estas muestras se realizaron improntas en portaobjetos, que se fijaron y tifieron
mediante una tincion comercial (hemocolorante rapido para tincion de frotis
sanguineo y médula 6sea CAT 548, Hycel®). Posteriormente, por observacion a
400 X, se determiné el porcentaje de células polimorfonucleares (PMN) en una
muestra de 300 células, considerando células epiteliales y PMN (Melcher et al.,
2014). La determinacién se hizo de manera independiente por dos personas y, en
caso de haber una variacion mayor al 10 % entre estas determinaciones, se repitid
el procedimiento. El porcentaje de infiltracion de PMN se obtuvo como el promedio
de las dos determinaciones, considerando como positiva una muestra cuando el
porcentaje era igual o mayor al limite del tercer cuartil, obtenido a partir de la

distribucién por cuartiles del total de observaciones; 4.0 %.
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4.2.4 Ultrasonografia dual en el diagnéstico de endometritis subclinica.

En paralelo a la obtencion de muestras para citologia endometrial se realizé una
exploracion ultrasonografica del aparato reproductor con una sonda lineal de 7.5
MHz Doppler (Chison 3 Expert®). Lo anterior, para revisar la presencia de liquido y
obtener mediciones del diametro del cérvix y cuernos uterinos. Para medir el cérvix
se coloco la sonda en la parte media del cérvix, para los cuernos uterinos las
mediciones se realizaron a una pulgada después de la bifurcacion, utilizando el
promedio de ambos cuernos como medida para el analisis estadistico. En el mismo
sitio se tomd una imagen con la herramienta Doppler color y Doppler poder hasta
obtener una imagen sin ruido ocasionado por el movimiento del sujeto experimental.
El Doppler color convierte las ondas sonoras en diferentes colores que representan
la velocidad y direccién del flujo sanguineo (Mohammed et al., 2024). Mientras que
el Doppler poder muestra la energia de amplitud del flujo sanguineo, pero no la
direccion ni la velocidad. EI Doppler poder es mas sensible que el Doppler color
para detectar el flujo sanguineo, incluso en vasos sanguineos mas pequenos y con
circulacion mas lenta (Henao-Gonzalez et al., 2023). Todas las imagenes fueron
guardadas en la memoria del ultrasonido, para su posterior medicion y
determinacion del porcentaje de irrigacidn. La medicion se realizd con las
herramientas incluidas en el equipo de ultrasonido donde se accedié a la imagen
guardada y se determind su didametro, area y perimetro por un mismo técnico. Las
imagenes que se obtuvieron con la herramienta Doppler color y poder, fueron
analizadas con un software de procesamiento de imagen (Image J) que permite
estimar el porcentaje de irrigacion del utero a través de los cambios de coloracion.
Primero se calibro el software con una imagen real del ultrasonido para determinar
su escala, cada imagen se recorto para limpiar las zonas que no eran de interés, se
procedié a calcular su porcentaje de area con toda la imagen transformada a un
cédigo binario (todo negro), posteriormente se realizé el mismo procedimiento, pero
ahora se calculé en blanco las zonas que previamente estaban en color azul, rojo o
naranja por la herramienta Doppler. Se volvia a calcular el area total menos el area

irrigada para obtener el porcentaje de irrigacion en cada imagen (%irrigacion= area
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irrigadax100/area total) Este procedimiento se repiti6 en las imagenes que se
obtuvieron con Doppler color y Doppler poder a 30 dias postparto en promedio. Una
vez que se obtuvo el porcentaje de irrigacion y las medidas anatdomicas de cérvix y
cuernos uterinos, se realizaron analisis de varianza para determinar el efecto la
endometritis subclinica sobre estas variables. Asimismo, se hicieron analisis de
curvas ROC para estimar la sensibilidad y especificidad de estas variables para
identificar a los animales positivos y negativos a ESC. Como prueba de oro
diagnostica se uso el porcentaje umbral de infiltracion endometrial de células PMN,
correspondiente al valor maximo del tercer cuartil, considerando la distribucién de

este porcentaje en la muestra experimental.

4.2.5 Analisis de informacion.

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el procedimiento GLM del paquete
estadistico SAS 9.4. Se realizé un analisis de varianza para evaluar las diferencias
de medidas anatomicas en relacion con el numero de partos, para determinar si el
analisis final consideraba la inclusiéon de todas las observaciones o se separaban
por numero de partos. Para validar la utilidad de la ultrasonografia en el diagndstico
de endometritis subclinica se realizaron analisis de varianza para cada una de las
mediciones obtenidas por ultrasonografia, considerando como variable
independiente a la presencia o ausencia de endometritis clinica (citologia
endometrial). Asimismo, las mediciones obtenidas por ultrasonografia se analizaron
mediante curvas ROC con el software SPSS 25 para identificar a posibles
predictores de la endometritis subclinica. Para hacer la evaluacion de frecuencias
entre vacas positivas y negativas con presencia o ausencia del liquido se utilizo el

procedimiento de Chi2 del paquete estadistico SAS 9.4.

4.3 Resultados y discusion.

En el estudio quedaron incluidas vacas con uno a siete partos y como el numero de

parto puede tener efecto sobre las dimensiones del aparato reproductivo
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consideradas como variables de respuesta, se realizé un analisis de varianza para
ver si éstas eran afectadas por el numero de parto. EI numero de parto solo tuvo un
efecto menor en algunas de las variables en estudio, sin que a su vez se detectara
una relacion lineal entre este factor y las mediciones consideradas. Debido a lo
anterior, no se hizo algun tipo de ajuste o segmentacion de los analisis por numero
de parto. Asimismo, no encontramos una diferencia importante entre primiparas y
multiparas, posiblemente porque en su mayoria los animales experimentales fueron

animales con pocos partos (promedio 1.8 partos).

En las figuras 1 a 3 se encuentran los resultados de las diferentes medidas
anatémicas del tracto reproductivo y porcentajes de irrigacion por el efecto de
numero de partos. En el caso de mediciones de cérvix (Figura 1), en nuestro estudio
se encontrd un diametro promedio de 3.21 cm a los 30-35 dias posparto para
primiparas y multiparas y en un estudio en vacas Holstein de China fue de 3.5 cm,

también considerando primiparas y multiparas (Zhang et al., 2010).

El promedio de diametro de los cuernos uterinos (Figura 2) en nuestro estudio fue
de 2.99 cm a los 30-35 dias posparto de manera similar a lo reportado por Zhang et
al. (2010) en donde encontraron valores entre 2.8 y 2.9 cm, para primiparas y
multiparas Estos hallazgos refuerzan la conclusion de que las diferencias entre
paridades son minimas para esas mediciones y que no es necesario segmentar por

paridad para hacer el analisis de estas variables de respuesta (Zhang et al., 2010).
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Figura 1. Mediciones de cérvix en vacas Holstein con diferente numero de parto,
evaluadas mediante ultrasonografia en tiempo real. Se muestran las medias y los
errores estandar de la media. #P Diferentes literales representa diferencias

estadisticas significativas entre numero de partos (P<0.05).
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Figura 2. Mediciones de cuernos uterinos en vacas Holstein con diferente numero
de parto, evaluadas mediante ultrasonografia en tiempo real. Se muestran las
medias y los errores estandar de la media. 2° Diferentes literales representa

diferencias estadisticas significativas entre niumero de partos (P<0.05).

71



3+0-5 27+04
28+03 29+0.2
3 27+02 25%02

22+04 22+04

cmycm2

Primer parto Segundo parto Tercer parto Cuarto parto o

mas
OPorcentaje de irrigacion de cuernos uterinos Doppler Color (%)

Porcentaje de irrigacion de cuernos uterinos Doppler Poder (%)

Figura 3. Porcentajes de irrigacion en cuernos uterinos de vacas Holstein con
diferente numero de parto, evaluadas mediante ultrasonografia Doppler color y

poder. Se muestran las medias y los errores estandar de la media (P>0.05).
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Figura 4. Mediciones de cérvix en vacas Holstein con y sin endometritis subclinica,
evaluadas mediante ultrasonografia en tiempo real. Se muestran las medias y los

errores estandar de la media (P>0.05).
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Figura 5. Mediciones de cuernos uterinos en vacas Holstein con y sin endometritis
subclinica, evaluadas mediante ultrasonografia en tiempo real. Se muestran las
medias y los errores estandar de la media. *; representa diferencias estadisticas
significativas (P<0.05).
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Figura 6. Porcentaje de irrigacion de cuernos uterinos de vacas Holstein con y sin
endometritis subclinica, evaluadas mediante ultrasonografia Doppler color y poder.
Se muestran las medias y los errores estandar de la media. *; representa diferencias

estadisticas significativas (P<0.05).
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En las Figuras 4 a 6 se muestran los resultados para las diferentes mediciones
anatémicas del aparato reproductor y sus flujos sanguineo en vacas positivas o
negativas a ESC. Se debe considerar que la ESC es una afecciéon con una
respuesta inmune exacerbada sin signos clinicos y que la principal manera de
diagnosticarla es haciendo una estimacion de la infiltracion de células
polimorfonucleares (PMN) mediante pruebas citolégicas como el Citobrush
(Kasimanickam et al., 2004). Aunque existe evidencia en la literatura y en nuestro
estudio de que la ESC afecta negativamente el desempeiio reproductivo, al parecer
no existen cambios importantes en las dimensiones anatomicas del tracto
reproductivo, especificamente en el cérvix y los cuernos uterinos. En un estudio se
evalud la prevalencia de ESC en vacas y su relacién con la fertilidad, mostrando
que las vacas positivas a ESC disminuyeron su tasa de concepcién a primer servicio
y la tasa de gestacion acumulado a 120 dias posparto. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en las mediciones anatomicas del tracto
reproductivo entre vacas negativas y positivas a ESC (Painemilla, 2018). Aunque
en nuestro estudio si se observaron algunas diferencias entre vacas positivas y
negativas a ESC, estas diferencias fueron minimas y sin utilidad para usarlas como
herramienta diagnostica. Se confirma entonces que la ESC puede causar
alteraciones funcionales que afectan el desempefo reproductivo, pero sin
modificaciones en las dimensiones anatdmicas del tracto reproductivo en vacas
lecheras del sistema semitecnificado, confirmando que las alteraciones por ESC son

microscopicas y sistémicas (Sheldon et al., 2009).

En la literatura se ha reportado que es posible detectar con el ultrasonido en tiempo
real la presencia de liquido en el utero y que esto puede ser un predictor de infeccidn
uterina, principalmente para metritis y endometritis clinica. En el caso de ESC,
aunque hubo diferencia estadistica en el porcentaje de vacas con presencia de
liquido en el utero entre animales positivos y negativos, 64 % de las positivas no

presentaron liquido por lo que este indicador no tendria valor diagnéstico (Figura 7).
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endometritis subclinica. Se muestran las medias y los errores estandar de la media.
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En un estudio para diagnosticar la ESC con el Doppler, no se encontro correlacion
entre los resultados citolégicos con las variables ecograficas (Carulla, 2019). En
nuestro estudio, como se puede observar en la Figura 3, existen diferencias
estadisticas en los porcentajes de irrigacion evaluados por Doppler color y poder
entre vacas positivas y negativas para ESC. Sin embargo, estas diferencias son
pequefias lo que las invalida para usarse como herramienta diagnéstica para ESC
a nivel de establo; las variaciones entre técnicos que hacen la evaluacion podrian
ser de la misma magnitud que las diferencias observadas entre animales positivos
y negativos a ESC. En otro estudio en que se midieron parametros uterinos
espectrales Doppler a diferentes momentos de la involucion uterina, no se encontro
a su vez una relacion entre estos parametros y los cambios asociados a la involucion
uterina (Haeno-Gonzalez et al., 2023). A pesar de que la herramienta Doppler puede
ayudar en el diagnostico de gestacion y prediccion de resultados en el
procedimiento OPU, las diferencias que encontramos en los porcentajes de
irrigacion entre vacas positivas y negativas a ESC no son de suficiente magnitud

como para ser consideradas como herramienta diagnostica.

Los analisis de curvas ROC se muestran en el Cuadro 1. Las curvas ROC (Receiver
Operating Characteristic) son herramientas que utilizan graficas para evaluar el
desempefio diagndstico de una prueba, especificamente en medicina se utilizan
para conocer la capacidad de una prueba para discriminar entre individuos sanos y
enfermos (Zhou et al., 2011). Representan en una grafica bidimensional la
sensibilidad (verdaderos positivos) y la especificidad (falsos positivos), cada punto
que se encuentra en la curva representa un umbral de corte diferente para cada
prueba evaluada, lo que permite visualizar como cambia la sensibilidad y
especificidad al modificar dicho umbral (Zweib & Campbell, 1993). El proceso de
hacer analisis con curvas ROC incluye las siguientes acciones; primero se genera
una curva donde se ponen a los animales categorizados como positivos y negativos
mediante un estandar de referencia (Gold standard), posteriormente se grafican los
puntos para formar la curva ROC y se toma como referencia aquel valor que tenga
la mejor sensibilidad y especificidad (que reconozca los verdaderos positivos y

tenga menos falsos positivos), por ultimo se calcula el area bajo la curva que es la
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capacidad global de discriminar entre los positivos de los negativos; un area bajo la
curva de 0.5 a 0.6 nos indica que la prueba no tiene capacidad discriminatoria, de
0.6 a 0.7 tiene una discriminacion aceptable, 07 a 0.8 es una buena discriminacion,
0.8 a 0.9 es muy buena discriminacién, mientras que la de 1.0 representa una
prueba perfecta (Metz, 1978; Zhou et al., 2011).
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Cuadro 1. Resultados de analisis de curvas ROC para evaluacién de
desempeno diagnodstico de diferentes regiones anatémicas en la deteccion de

endometritis subclinica.

Medidas anatomicas y de Umbral Sensibilidad Especificidad Area bajo la
irrigacion (%) (%) curva
Cérvix
Diametro (cm) 3.42 40 62 0.546+0.022
Perimetro (cm) 8.65 58 45 0.511+0.026
Area (cm2) 4.7 57 42 0.504+0.026
Cuernos uterinos
Diametro (cm) 2.96 60 52 0.596+0.027
Perimetro (cm) 8.61 44 61 0.556+0.027
Area (cm2) 3.81 59 56 0.601+0.026
Irrigacion de cuernos
uterinos medidos con
Doppler Color
(%) 1.96 77 42 0.625+0.033
Irrigacion de cuernos
uterinos medidos con
Doppler Poder
(%) 2.18 76 44 0.674+0.033

Se muestra didametro, perimetro y area de cérvix y cuernos uterinos, asi como el
porcentaje de irrigacidon con mediciones Doppler color y poder, ademas del umbral
de evaluacién, sensibilidad y especificidad y el area bajo la curva de cada curva

ROC.
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Como puede observarse en el Cuadro 1, solamente los porcentajes de irrigacion en
cuernos uterinos pudieran tener un valor diagnostico de acuerdo con los resultados
de AUC (AUC >0.6). Los valores de sensibilidad en el punto de corte umbral para
porcentajes de irrigacion evaluados por Doppler color y poder también se
consideran como medianamente aceptables para identificar a los animales positivos
a ESC. Sin embargo, los valores correspondientes de especificidad indican una baja
capacidad discriminatoria para identificar a los animales negativos a esta patologia
uterina. Si bien las curvas ROC suelen ser una buena herramienta, presenta
algunas limitaciones, por ejemplo, no considera la prevalencia de la enfermedad, lo
que puede afectar la interpretacion en poblaciones con diferente porcentaje de
prevalencia, ademas de que un area bajo la curva alta no garantiza una utilidad
clinica si la especificidad o sensibilidad no son adecuadas para un diagndstico

especifico (Pepe, 2003).
4.4. Conclusion

En conclusién, la ultrasonografia en tiempo real o Doppler, a pesar de ser de
aplicacién no invasiva, no representan una herramienta diagndstica para ESC en

vacas lecheras.

La dificultad para aplicar a nivel de establo la prueba diagndstica de oro para ESC
(infiltracién endometrial de PMN), asi como la elevada prevalencia de esta patologia
uterina y sus repercusiones negativas sobre la eficiencia reproductiva y rentabilidad,
implican la necesidad de continuar la investigacion para identificar biomarcadores
que con buena sensibilidad y especificidad permitan el diagnéstico de ESC a nivel

de establo.
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5.- Capitulo 4. Conclusiones.
5.1. Conclusiones generales del estudio.

1) La prevalencia de endometritis subclinica (ESC) es elevada en vacas dentro de
unidades de produccion familiar de leche de pequefa escala y afecta negativamente

el desempeno reproductivo.

2) Los principales factores de riesgo para ESC, que deben considerarse al
desarrollar estrategias preventivas, incluyen la retencion de membranas fetales y
las infecciones uterinas durante el puerperio. Ademas, debido al impacto de la
temporada de lluvias en la prevalencia de esta condicion patologica, seria
importante identificar los factores especificos que median este efecto para incluirlos

dentro de las estrategias de prevencion.

3) A pesar de que se identificaron diferencias en mediciones ultrasonograficas del
tracto reproductor y su porcentaje de irrigacién entre animales positivos y negativos
a ESC, estas diferencias resultan demasiado pequefias como para ser la base de
un método de diagnodstico no invasivo para esta condicion patologica. Asimismo, la
capacidad discriminante de esas mediciones para el diagndstico de ESC es limitada,
lo que confirma la imposibilidad de utilizarlas como base para un método diagndstico
alternativo al estandar de oro. La elevada prevalencia de ESC en hatos lecheros
independientemente del sistema de produccidn, sus repercusiones negativas sobre
eficiencia reproductiva y la carencia de un método de diagndstico no invasivo para
uso a nivel de establo, hacen deseable continuar la investigacién para identificar

biomarcadores que puedan ser la base de un método de diagndstico alternativos.
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