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RESUMEN

Los problemas reproductivos en la Amazonia Ecuatoriana; estan condicionados por
varios factores, como las condiciones ambientales, la falta de energia en la dieta, el tipo
de geografia irregular, la técnica de inseminacion artificial que se realiza sin tener en
cuenta el estado del endometrio, que influyen negativamente para no lograr una
eficiente reproduccion. La presente investigacion tiene como objetivo determinar la
prevalencia de endometritis subclinica mediante Cytobrush en el hato bovino de
investigacion de posgrado en la region Amazodnica”. Se seleccionaron 48 vaconas, en
Optimas condiciones reproductivas, y se realiz6 la técnica del Cytobrush, que consiste
en realizar un raspado superficial del endometrio uterino con una pistola de
inseminacidn artificial adaptada para este fin, para conocer la presencia de células
inflamatorias (neutrofilos polimorfonucleares), las muestras citoldgicas asi logradas,
se observaron para su analisis en un microscopio a un aumento de 40X y 100X,
contando un minimo de 200 células totales (células epiteliales y células inflamatorias),
a partir de las cuales se determind el porcentaje de células inflamatorias, que sera
indicativo de la presencia de endometritis subclinica. Las muestras citologicas se
realizaron periddicamente desde el afio 2014 hasta el 2019. Concluyendo, que el hato
bovino presenta una prevalencia de 7,813% de endometritis subclinica que afectd su
eficiencia reproductiva, ademas considerar que la técnica del Cytobrush (citologia
endometrial), es una técnica sencilla, practica y muy confiable para el diagndstico
especifico de endometritis, que puede ser utilizada facilmente en trabajos regulares de
campo.

PALABRAS CLAVE: Endometritis subclinica; citologia endometrial; prevalencia;
endometrio; neutrofilos.
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ABSTRACT

Reproductive problems in the Ecuadorian Amazon are conditioned by several factors,
such as environmental conditions, lack of energy in the diet, the type of irregular
geography, the artificial insemination technique that is performed without taking into
account the state of the endometrium, that influence negatively to not achieve an
efficient reproduction. The objective of this research is to determine the prevalence of
subclinical endometritis using Cytobrush in the postgraduate research bovine herd in
the Amazon region. 48 cows were selected, in optimal reproductive conditions, and the
Cytobrush technique was performed, which consists of making a superficial scraping
of the uterine endometrium with an artificial insemination gun adapted for this purpose,
to determine the presence of inflammatory cells (polymorphonuclear neutrophils). , the
cytological samples obtained in this way were observed for analysis under a
microscope at 40X and 100X magnification, counting a minimum of 200 total cells
(epithelial cells and inflammatory cells), from which the percentage of inflammatory
cells was determined. , which will be indicative of the presence of subclinical
endometritis. The cytological samples were carried out periodically from 2014 to 2019.
Concluding, that the bovine herd presents a prevalence of 7,813% of subclinical
endometritis that affected its reproductive efficiency, in addition to considering that the
Cytobrush technique (endometrial cytology), is a technique simple, practical and very
reliable for the specific diagnosis of endometritis, which can be easily used in regular
field work.

KEYWORD: Subclinical endometritis; endometrial cytology; prevalence;
endometrium; neutrophils.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 Justificacion de la Investigacion

Esta investigacion es sumamente importante porque es Unica en su tipo, ya sea
por la técnica de diagnostico utilizada (cytobrush), o porque se recopilaron
datos desde antes de la primera lactancia de los animales en estudio, por lo que
no existen investigaciones similares; ademas ésta es una técnica nueva que
necesita ser estudiada e investigada con mucha mas profundidad. Segun
KASIMANICKAM vy col., 2008., consideran que el Cytobrush ha demostrado
ser la mejor técnica para la obtencién de citologias uterinas en vacas para el

diagndstico de endometritis.

En la actualidad la endometritis subclinica en vacas es uno de los principales
factores de perdida de la explotacion bovina por el alto grado de infertilidad

que causa, es por eso que se realizo esta investigacion.

Con la ejecucidn de esta investigacion se obtuvo datos de la prevalencia de
endometritis subclinica, antes y después que inicid su ciclo reproductivo,
informacion importante para conocer el comportamiento de esta enfermedad en
estas diferentes etapas reproductivas, las cuales serviran en el ambito de la
reproduccion bovina, para obtener datos confiables y especificos de la
endometritis subclinica que afecta a gran parte de los hatos ganaderos y sera un
punto de partida para que se pueda realizar otras investigaciones en nuestro

pais.



Ademas, es un requisito previo a la obtencion del titulo de Magister en Ciencias
Veterinarias.

1.2 Planteamiento del problema

A nivel mundial la eficiencia productiva de cualquier sistema de ganaderia
siempre va a depender de la eficiencia reproductiva, ya que cualquiera que sea
el objetivo de dicho sistema de produccion (leche, carne o pie de cria), se
requerird de un evento reproductivo, el parto, por consiguiente si hubiesen
problemas reproductivos tales como la endometritis subclinica, bajara la
eficiencia y por ende los réditos econdmicos que éstos nos pudieran brindar,

por lo que es un mal que aqueja en las ganaderias de todo el mundo.

El ganado bovino es una especie béasica en la ganaderia de nuestro Pais,
encontrandose distribuida por todas las Provincias para el aprovechamiento de
su carne, leche, cuero y estiércol, por lo que se considera de gran importancia
su buen desempefio reproductivo, razén por la cual todos los que estamos
vinculados a la explotacion de estos animales tenemos la responsabilidad de

buscar alternativas para mejorar su rendimiento reproductivo.

Durante los ultimos afios se han realizado importantes esfuerzos para el control
de la endometritis subclinica, sin embargo, su prevalencia es elevada. Existe
una asociacion entre la endometritis subclinica y la disminucion en la tasa de
concepcién. La endometritis bovina es una enfermedad que afecta hasta en un
90% de las vacas en el periodo posparto temprano en las ganaderias sean estas
de carne o leche (FOLDI, 2006); pero debido a los poderosos mecanismos de
defensa localizados en el endometrio que son secretados con los loquios que
tienen alto contenido de leucocitos fagocitan a los microorganismos patdégenos

(ALVES, 2004) y ayudan de alguna forma a controlar este mal, pero aun asi su



incidencia es elevada y contribuyen un alto indice de infertilidad en vacas o
vaconas produciendo pérdidas significables en las ganaderias bovinas.

En la practica profesional se utilizan distintas técnicas con el fin de evaluar el
estado de la mucosa uterina, entre las técnicas mas difundidas se pueden
mencionar la palpacién transrectal, vaginoscopia, ultrasonografia, biopsia
endometrial, y la citologia endometrial (cytobrush y lavaje uterino). Algunas de
ellas estan mas difundidas que otras, ya sea por su practicidad, disponibilidad
y/o conocimiento. Todas las técnicas son Utiles para el diagnéstico de
endometritis clinica, puesto que evaltan sobre todo presencia de contenido
mucopurulento en la luz uterina, asi como sus descargas y tono de los cuernos,
cuerpo y cérvix, pudiendo determinar la presencia de estos signos. Por el
contrario, son muy poco sensibles para detectar endometritis subclinica no

permitiendo el diagnostico de esta patologia.

En ausencia de signos clinicos de endometritis, las modificaciones del
endometrio uterino pueden ser definidas como endometritis subclinicas, los
signos de endometritis subclinica son la presencia de Polimorfos Neutrofilos
Nucleares (PMN N) en el lumen uterino sin descargas purulentas (Sheldon,
2006).

1.3 Hipotesis
1.3.1. Hipdtesis alternativa
Hai: Se diagnosticara la prevalencia de endometritis subclinica con el

método de Cytobrush del 2014 al 2019 en el hato bovino de

Investigacion de Posgrado en la Region Amazdnica.



1.3.2. Hipotesis nula
Ho: NO se diagnosticara la prevalencia de endometritis subclinica con
el método de Cytobrush del 2014 al 2019 en el hato bovino de

Investigacion de Posgrado en la Region Amazonica.

1.4 Objetivos de la Investigacion

1.4.1 Obijetivo general

Determinar la prevalencia de endometritis subclinica mediante Cytobrush del
2014 al 2019 en el hato bovino de Investigacion de Posgrado en la Region

Amazénica.

1.4.2 Objetivos especificos

v Determinar el porcentaje de neutréfilos polimorfonucleares presentes en el
endometrio, que es indicativo de endometritis, mediante la técnica de
Cytobrush, del 2014 al 2019 en el hato bovino de Investigacion de Posgrado en
la Region Amazdnica.

v" Correlacionar la condicién corporal con la presencia de endometritis subclinica,
mediante la técnica de Cytobrush, del 2014 al 2019 en el hato bovino de

Investigacion de Posgrado en la Region Amazonica.



CAPITULO Il. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1.Anatomia y fisiologia del aparato reproductor femenino bovino.

El aparato genital femenino bovino estd capacitado para la produccion de células
reproductivas, proporcionar un lugar anatomico para el desarrollo de un dvulo
fertilizado, produccion de las hormonas estrdgeno y progesterona que estan
involucradas en el control del ciclo estral y la gestacién. Dos érganos esenciales para
la reproduccién bovina, se encuentran en la cabeza del animal: El hipotdlamo, que
controla varios procesos, comportamientos corporales y procesos reproductivos, se
clasifica como glandula neuroendocrina ya que envia y recibe sefiales neuronales a
través del sistema nervioso y mensajes hormonales a través del sistema endocrino. El
segundo 6rgano, la glandula hipdfisis (pituitaria), esta ubicada en la base del cerebro,
se divide en dos regiones diferentes: la hipofisis anterior y posterior, algunas de estas
hormonas son responsables de los eventos reproductivos, mientras que otras controlan
el crecimiento, desarrollo, metabolismo y el balance hidrico. El tracto reproductivo
femenino tiene tres funciones fundamentales: La produccion de células reproductivas
(6vulos). Proporcionar un lugar anatdmico para el desarrollo de 6vulo fertilizado. Y la
produccién de las hormonas estrogeno y progesterona (hormonas esteroides
femeninas). Estas hormonas esteroides, estan involucradas en el control del ciclo estral

y la gestacion.(INTAGRI. Caracteristicas Reproductivas de la Hembra Bovina., 2018)



Vejiga

Cuerpo
uterino

Ovario

Oviducto

Gréfico 1. Representacion del aparato reproductor de la hembra bovina
Fuente: Dejarnette y Nebel 2018

Los 6rganos reproductivos de la vaca a excepcién de la vulva se localizan dentro de la
cavidad abdominal; estos 6rganos, incluyen la vagina, cérvix, Utero, cuernos uterinos,

oviductos y ovarios.

2.1.1. Vulva

La vulva es la apertura externa del aparato reproductor; ella tiene dos funciones
principales: abrirse para permitir la copula y sirve como parte del canal de parto.
Incluidos en la estructura vulvar estan los labios y el clitoris. Los labios de la vulva
estan ubicados a los lados de la apertura vulvar, y tienen aspecto seco y arrugado
cuando la vaca no esté en celo. En la medida que el animal se acerque al celo, la vulva
empezara a hincharse y tomard una apariencia rojiza y humeda (QUINTELA et
al.,2006)

2.1.2. Genitales internos

Constituidos por: vagina, cérvix, Utero, oviductos y ovarios.



Los 6rganos genitales internos como el cérvix y el Utero estadn sostenidos por el
ligamento ancho. Este ligamento consta del mesoovario, que sostiene al ovario; el
mesosalpinx, que sostiene el oviducto; y el mesometrio, que sostiene al Utero. En
bovinos, la insercion del ligamento ancho es dorso lateral en la region del ileon, de
modo que el Gtero esta dispuesto como los cuernos de un carnero, con la convexidad

dorsal y los ovarios situados cerca de la pelvis (HAFEZ, 2015)

2.1.2.1.Vagina

Se extiende desde la apertura uretral hasta el cérvix. Durante la monta natural, el
eyaculado es depositado en la porcion anterior de la vagina. La vagina también sirve
como parte del canal de parto. (SISSON et al, 2016).

2.1.2.2.Cérvix o cuello uterino

Es un 6rgano de paredes gruesas, que establece la conexidn entre la vagina y el Gtero.
Es un o6rgano fibroso formado predominantemente por tejido conectivo con pequefas
cantidades de tejido muscular liso, mide aproximadamente 10 a 11 cm de largo y de
2.5 a 5 cm. Se caracteriza por una pared gruesa y una luz estrecha. Presenta varias
prominencias que tiene la forma de bordes transversales alternados en espiral que se
conocen como anillos cervicales. Esta estructura anatomica se encuentra perfectamente
cerrada excepto durante el estro, parto o traumatismos. La secrecion mucosa del cuello
uterino se expulsa por la vulva. (DUCHENS, 2016)

2.1.2.3.Utero o matriz

Consta de dos cuernos uterinos y un cuerpo. Tiene un tabique que separa los dos
cuernos, y un cuerpo uterino prominente. Ambos lados del Gtero estan unidos a las
paredes pélvicas y abdominales por el ligamento ancho. Es el componente fundamental

del aparato genital femenino que tiene como funcion el asentamiento e implantacion



del 6vulo en caso de ser fecundado, aqui posteriormente se aloja el producto
permitiendo el desarrollo del feto hasta el parto, momento en que ayuda con las
contracciones a la expulsion del feto. (GROSSMAN, 2016).

2.1.2.4.0viductos

Se divide en infundibulo, abertura abdominal en forma de embudo cerca del ovario; el
ampula, dilatada y mas distal, y el istmo, la porcion proximal estrecha del oviducto,
que conecta a este con la luz uterina. La mucosa del oviducto esta constituida por
pliegues primarios, secundarios y terciarios. La del &mpula est& dispuesta en pliegues
elevados y ramificados cuya altura disminuye hacia el istmo y que se convierten en
bordes bajos en la union uterotubarica, donde se unen el oviducto y el cuerno uterino
correspondiente. (BLANCO, 2017).

Las contracciones de los oviductos facilitan la mezcla de su contenido, ayudan a
desnudar el ovulo, facilitan la fecundacion al incrementar el contacto entre
espermatozoides y ovulo (HAFEZ, 2015).

2.1.2.5.0varios

Los ovarios de la vaca miden normalmente de 3.5 a 4 cm de longitud, 2.5 cm de ancho
y tienen alrededor de 1.5 cm de grueso en su porcion mayor, el peso es de 15 a 20 g.
En bovinos el ovario tiene forma de almendra. (GROSSMAN, 2016).

El ovario se constituye como un cuerpo ovoide en el que es posible distinguir una zona
gruesa periférica, o corteza, y una zona interna 0 medula. La corteza esta recubierta por
una lamina continua de epitelio denominado epitelio germinal que cuando alcanza el
hilio ovéarico se continta con el mesotelio del repliegue peritoneal. Debajo del epitelio
germinal hay una capa de tejido conectivo fibroso denominado tinica albuginea. La

medula es la zona central del ovario, compuesta por tejido conectivo laxo con fibras



musculares lisas y abundante inervacion y vascularizacién. Los vasos sanguineos de
esta zona son muy tortuosos y de gran tamafio. (GAZQUEZ A., 2019). El ovario, a
diferencia del testiculo, permanece en la cavidad abdominal. Realiza tanto funciones
exocrinas (liberacion de dvulos) como endocrinas (esteroidegénesis). El ovario no
funciona como una glandula de secrecion interna, pero contiene el patrimonio genético,

consistente en varios miles de foliculos primordiales. (SQUIRES, 2018).

2.1.3. Endocrinologia de la reproduccion

El ciclo reproductivo de la vaca estd coordinado principalmente por las hormonas
producidas por el hipotdlamo, la hipofisis y el ovario. La hormona liberadora
gonadotrépica (GnRH), secretada por el hipotalamo, estimula la hipéfisis anterior para
secretar dos hormonas gonadotrépicas: la hormona estimulante del foliculo (FSH) y la
hormona luteinizante (LH). Ambas hormonas controlan la funcién ovérica: la FSH
inicia la maduracion de los foliculos, y la LH induce la ovulacion y la luteinizacion de
las células granulosas y de la teca. Las hormonas principales producidas por los ovarios
son el estrogeno (principalmente estradiol-17 B), y la progesterona, secretada por el
cuerpo luteo. El estrogeno desempefia funciones importantes en la manifestacion del
estro, y la progesterona en el mantenimiento de la gestacion. Ambos regulan el ciclo
reproductivo a traves de una serie de mecanismos de retroalimentacion que acttan
sobre el hipotalamo y la hipofisis. Ademas de estas hormonas, las prostaglandinas, que
son producidas por varios tejidos, incluido el utero, también controlan el ciclo

reproductivo de la hembra bovina.

2.1.3.1.Ciclo estral

Todas las hembras pertenecientes a los mamiferos, desde el inicio de la pubertad se
caracterizan por presentar ciclos estrales, llamados asi debido a que la parte del ciclo
gue se puede detectar visualmente es el estro o celo. En la vaca el ciclo dura entre 17 y

24 dias, sin embargo, 20 y 21 dias es lo mas comdn. La actividad sexual tiene lugar en



la pubertad o madurez sexual que en la novilla comienza aproximadamente a los 12

meses de edad, y estd estrechamente correlacionada con la actividad funcional
endocrina de los ovarios. (GAZQUEZ A., 2019).

El ciclo estral se caracteriza por tener dos fases:
- Fase folicular: durante la cual ocurren dos periodos del ciclo; el proestro y el estro.

- Fase luteal: la responsable de la presentacion de los otros dos periodos en el ciclo,

el metaestro y el diestro.

Durante el ciclo estral de la vaca, se dividen en:
- Estro (dia 0)
- Metaestro (dias 1 a 3)

- Diestro o fase luteal (dias 4 a 8)
- Proestro o fase folicular (dia 19 hasta el inicio del siguiente celo)
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Grafico 2. Ciclo estral bovino.

Fuente: Universidad Central de Venezuela, 2015
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El estro se caracteriza por la receptividad sexual de la hembra, a un toro o a la actividad
de monta de otras hembras, ademés del crecimiento de un foliculo y su preparacion
para la ovulacion. El metaestro comprende las fases finales de la maduracion folicular
y la ovulacion, la formacion del cuerpo luteo y el inicio de la secrecion de progesterona.
Una vez que se observan concentraciones significativas de progesterona (> 1 ng mL™)
en la sangre, es el comienzo de la fase luteal o diestro, la que continda hasta que el
cuerpo lGteo comienza a regresar al inicio de la luteolisis. En la medida que las
concentraciones de progesterona en sangre comienzan a declinar rapidamente producto
de la lisis luteal, se inicia el proestro o fase folicular, llevando al crecimiento de una

onda folicular y la seleccion de un foliculo ovulatorio. (DUCHENS, 2016)

La sucesion de eventos que ocurren durante el ciclo estrual, asi como los eventos
subsecuentes que siguen a cada ciclo, dependen del resultado de la intervencion en el
manejo de los animales. En otras palabras, si la vaca es inseminada o servida por el
macho resultara en una gestacion. Por otro lado, si no ocurre la gestacion o existen
factores que impiden la concepcidn los pasos subsecuentes y los tiempos en que estos
ocurren varian considerablemente. (QUINTELA et al, 2016)

2.1.3.2.Modificaciones histolégicas durante el ciclo estral

Pueden diferenciarse tres fases:

2.1.3.2.1. Fase proliferativa

Coincide con el crecimiento de los foliculos ovéricos y la secrecién de estrogenos y se

caracteriza por un aumento de grosor en el endometrio debido a la hipertrofia e

hiperplasia de las glandulas y al alargamiento de las arterias helicineas.
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2.1.3.2.2. Fase secretora:

Coincide con el periodo en el que el cuerpo luteo es funcional y hay secrecion de
progesterona y se caracteriza porque el endometrio alcanza su maximo grosor y hay un
desarrollo maximo de las glandulas y un alargamiento maximo de las arterias. En esta
fase es en la que aparece el edema endometrial. Esta es la situacion Optima para recibir

al évulo fecundado. Si eso no ocurre, se pasa a la siguiente fase.

2.1.3.2.3. Fase de involucion:

Coincide con la desaparicion de los estimulos hormonales y se caracteriza porque hay
una disminucién en el grosor del endometrio por una involucién de glandulas y arterias,
volviendo a la fase de reposo o preproliferativa. (SALAZAR et al, 2012)

2.1.4. Tejido del utero

El Gtero es el lugar de implantacion del 6vulo cuando es fecundado y donde se

desarrolla la placenta y el feto. En la mayoria de las especies presenta dos cuernos, un
cuerpo y un cuello o cérvix. Su pared consta de tres capas:

e Endometrio (mucosa y submucosa)

e Miometrio (muscular)

e Perimetrio (serosa).
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Glandulas endometriales
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gura 6. Corte histolégic itera e imagen ecogrifica de un cuerno

transversal a que sz puede apreciar las diferentes capas de fa pared uterina

Gréfico 3. Corte histoldgico del Gtero e imagen ecogréfica en un corte transversal
en que le que se puede apreciar las diferentes capas de la pared uterina.

Fuente: Universidad Central de Venezuela, 2015

2.1.4.1.Endometrio

Presenta dos zonas que difieren en su estructura y funcion:

2.1.4.1.1. Zona superficial o funcional

Degenera total o parcialmente durante un ciclo reproductor y puede perderse en alguna
especie, regenerandose a partir de la zona basal. Esta revestida por un epitelio que en
rumiantes puede ser simple cilindrico y/o seudoestratificado. La altura de las células
epiteliales esta relacionada con el estado hormonal de la hembra a lo largo del ciclo
estral. Bajo el epitelio, aparece un tejido conectivo altamente vascularizado con
macrofagos y mastocitos, un numero variable de neutrofilos y linfocitos segun la fase
del ciclo estral y melanocitos en la oveja. En los rumiantes, en esta zona y
especialmente en el estro, hay un aumento del fluido intercelular constituyendo un

edema endometrial.
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2.1.4.1.2. Zona profunda o basal

Se presenta durante todo el ciclo y esté constituida por un tejido conectivo laxo menos
celular.
(SALAZAR et al, 2012)

2.1.4.2. Miometrio

Esté constituido por dos capas de musculo liso, una circular interna muy gruesa y otra
longitudinal externa méas fina. Ambas aumentan de grosor durante la gestacion. Entre
ambas o en profundidad a la interna se desarrolla una zona con gran cantidad de vasos
sanguineos. (HAFEZ, 2015)

2.1.4.3.Perimetrio

Esta constituido por tejido conectivo laxo muy vascularizado con fibras musculares

lisas que aparece recubierto por un mesotelio. (SALAZAR et al, 2012)

2.1.5. Inmunologia uterina

El endometrio de la vaca posee poderosos mecanismos de defensa que lo protegen de
agentes invasivos inespecificos, comenzando por la cubierta de células epiteliales
pseudoestratificadas, quimicamente por el moco secretado por las glandulas
endometriales e inmunolégicamente por la accién de células polimorfonucleares y
anticuerpos humorales (DHALIWAL, 2001). Por otro lado la respuesta hormonal con
la PGF produciendo lisis del cuerpo lateo (CL) incrementa la respuesta inflamatoria
incrementando la funcién de los neutréfilos (LEWIS, 2004), y los estrogenos favorecen
la fagocitosis bacteriana (HUSSAIN, 2009), también favorece la epitelizacion y
vascularizacion endometrial, induce la formacion de moco a nivel cervical y produce

contractibilidad uterina; aunque esto a veces se suprime por los niveles de progesterona
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elevados. La mucosa del Utero al igual que otras partes del aparato genital femenino,
presenta un mecanismo fisiologico de defensa contra las infecciones uterinas. Este
mecanismo de defensa de los 6rganos de reproduccion femeninos incluye factores tales
como: cambios de pH, alteraciones de la composicion de las secreciones genitales,
cambios del nivel de anticuerpos, alteraciones en la actividad fermentativa y sobre todo,
cambios en el volumen de las células del sistema reticulo-endotelial, cuyo nimero
aumenta notablemente. La interaccion coordinada de estos factores se manifiesta
claramente aumentada durante periodos de mayor peligro de penetracion de
microorganismos. (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007)

Los fallos en el mecanismo de defensa uterino pueden ser un factor importante en el
desarrollo de infecciones uterinas en el bovino y el fracaso de los agentes terapéuticos
en eliminar dichas infecciones. La infiltracion de linfocitos, la que puede ser causada
por la introduccion de bacterias durante la inseminacion o la monta o por la presencia
de los espermatozoides en el Gtero, constituye un mecanismo de defensa del Gtero. El
moco cervical posee altas cantidades de leucocitos, los cuales tienen la propiedad de
impedir la introduccion de factores perjudiciales a la fecundacion tales como bacterias
0 espermatozoides muertos (HAFEZ, 2012)

El mecanismo encargado de la eliminacion de las bacterias del utero es la fagocitosis y
muerte por los leucocitos que migran aunque la persistencia de las contracciones
uterinas, la eliminacion del tejido caruncular y las secreciones uterinas cooperan
mediante la expulsion fisica de las bacterias (ARTHUR, 2002). Se valoré que alrededor
de los dos dias después de producirse el parto, este sistema de defensa es estimulado
por los microorganismos invasores y que ademas la flora normal actGa como una
defensa primaria del hospedador ya que el utero saludable de la vaca es capaz de
controlar rapidamente la invasion bacteriana durante el puerperio, mediante la

infiltracion leucocitaria, la hiperemia y la relajacion del cuello uterino (BRITO, 2012)
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2.2. Endometritis

Es un término general que se usa para designar a las infecciones uterinas del endometrio
o0 de las capas mas profundas que pueden o no producir signos septicémicos pero que
pueden tener implicaciones en la aptitud reproductora futura. Histolégicamente la
endometritis se caracteriza por rotura del epitelio superficial, infiltracion con células
inflamatorias, congestién vascular, edema del estroma y por varios grados de
acumulacién de linfocitos y células plasmaticas en la capa superficial. (LEBLANC et
al, 2012)

MARTINEZ, et al., 2006 menciona, que la endometritis subclinica se encuentra entre
las causas que pueden llevar a las vacas a fracasar en la gestacion y repetir celos, siendo
dificil el diagndstico ya que los signos clinicos suelen pasar desapercibidos. No es facil
detectarla por el examen rectal y el estudio bacteriol6gico del mucus uterino no refleja

el estado del endometrio; sin embargo, los analisis de las biopsias endometriales y la

microbiologia cuidadosa del Utero pueden colaborar en el diagnéstico

2.2.1. Clasificacion de la endometritis

2.2.1.1.Clinica

Se caracteriza por presentar descarga mucopurulenta desde el Gtero hacia la vagina e

incluso al exterior después de los 21 a 26 dias postparto.

2.2.1.2.Subclinica

Se caracteriza porque no tienen descarga uterina, sin embargo, la enfermedad provoca

dafios severos para el rendimiento reproductivo de la vaca. (SHELDON [.M., 2004)
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La endometritis clinica es aquella en la que pueden ser detectados signos visibles de
enfermedad, mientras que la endometritis subclinica ha sido definida como la presencia

de neutrofilos en el lumen uterino sin descargas (SHELDON I.M., 2004)

Gréfico 4. Ejemplos de descarga uterina. Sin endometritis = 0-2 y endometritis = 3

Fuente: williams et al., 2007
2.2.2. Categorizacion Endometrial
Propuesta por Kenney y Doig (1986) citado por (Cantero, 2003) plantean una
categorizacion: I, 1A, 1IB y Il que engloban los dos aspectos importantes como son la
fibrosis y la inflamacion dentro del tejido endometrial.

2.2.2.1.Categoria |

Corresponde a un endometrio que no presenta ningun tipo de alteracion patoldgica

como fibrosis e inflamacion, lo que indica que es un endometrio sano.
2.2.2.2.Categoria 1A
Esta categoria engloba a los hallazgos inflamatorios, fibrocitos o cambios glandulares

maés relevantes. Existe infiltracién de células inflamatorias difusas en el estrato

compacto que puede ser ligera 0 moderada, 0 a su vez puede ser focos dispersos tanto
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en el epitelio luminal, estrato compacto o en el estrato esponjoso. Los cambios
fibrocitos se pueden clasificar en dependencia del compromiso de las ramas
glandulares individuales y el grado de severidad (comprometiendo de 1-3 capas) o la
presencia de nidos fibrocitos por cada cuadro de campo Optico. Pueden aparecer
lagunas linfaticas pero si se le aplica un tratamiento y desaparecen, ya no se considera
como categoria tipo I1A sino que pasa a ser categoria I.

2.2.2.3.Categoria 1B

Son focos inflamatorios diseminados, difusos moderados o severos que se localizan en
el epitelio luminal, estrato compacto y esponjoso. La fibrosis incluye ramas
individuales en forma disemina y uniforme (comprometiendo de 4-10 capas) por
campo Optico lineal. Se puede observar en esta categoria dilataciones quisticas y
atroficas pero que no son iguales.

2.2.2.4.Categoria 11

Es mas para una inflamacion severa, difusa y diseminada que implica el estrato
compacto, esponjoso tanto perivascular como periglandular. Ademas hay fibrosis
diseminada de las ramas glandulares que comprometen mas de 10 capas, teniendo mas

de cinco nidos y lagunas linfaticas por campo éptico lineal.

2.2.3. Endometritis subclinica

Es la inflamacion superficial del endometrio, la cual se extiende solo hasta el estrato
esponjoso. Histoldgicamente, la endometritis esta caracterizada por algunas zonas de
perdida de la superficie epitelial, infiltracion subepitelial de células inflamatorias,
congestion vascular y edema del estroma y varios grados de acumulacion de linfocitos
y células plasmaticas en las capas superficiales de la lamina propia. Algunos animales

con endometritis pueden presentar un exudado purulento. Sin embargo, en la
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endometritis subclinica no se observa exudado purulento en la vulva, lo que hace muy
dificil su diagndstico a nivel de campo. (REBHUN, 2009).

Perimétrio

20 pm

Grafico 5. Endometrio uterino bovino.
Fuente: Williams et al., 2007

2.2.3.1.Etiologia.

La mayor parte de las infecciones uterinas conocidas afectan a las vacas lecheras y de
las diversas bacterias que interfieren en esta enfermedad esta el Actinomyces pyogenes
que es la méas frecuente en este animal. En el periodo posparto de las vacas se libera
PGF2a ya sea en el puerperio normal o en presencia de infecciones uterinas, pero este
caso persisten concentraciones mas elevadas por mas tiempo. Al parecer estas
infecciones bacterianas y sus toxinas hacen que se secreten concentraciones
anormalmente mas elevadas de prostaglandina, lo que demora el inicio del ciclo hasta
que la infeccién cede y aquellas infecciones son bajas. (HAFEZ, 2012)

Existen varios géneros de bacterias causantes de esta infeccion y pueden estar solas o
en combinacion, entre algunas estan la Archanobactetiun pyogenes y Escherichia coli

que usualmente actian ambas. En otras ocasiones el A. pyogenes también se encuentra
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asociado a gérmenes anaerobios como Fusobacterium necrphorum y Bacteroides spp.
(SEALS, 2002).

2.2.3.2.Patogenia.

FOLDI, 2006, menciona que después del parto el Gtero de las vacas sufre una
contaminacion bacteriana en un 90% de los casos. Existe diferencia entre
contaminacion e infeccion uterina; la contaminacion en vacas posparto por
determinadas bacterias no implica el desarrollo de la enfermedad, en cambio la
infeccion uterina por microorganismos patogenos que se adhieren a la mucosa
endometrial colonizandola y penetrando en el epitelio. El proceso se caracteriza porque
superficialmente existen cambios y degeneracion del endometrio, congestion vascular
y edema, ademas hay migracion de neutrofilos y otras células presentes en la
inflamacién (linfocitos y células del plasma).

2.2.3.3.Factores predisponentes para la aparicion de la endometritis:

e Manejo y medio ambiente: incluye los factores relacionados con el estrés, la
alta produccion y las enfermedades metabdlicas y carenciales.

e Condiciones alrededor del parto: tiene en consideracién la higiene, distocias,
traumatismos y la poca relajacion del canal del parto.

e Condiciones uterinas: considera la disminucion de la inmunidad local, el tono
uterino, la capacidad fagocitaria de los leucocitos y la aparicion del primer celo
postparto. (FOLDI, 2006)

2.2.3.4.Vias de transmision:
e Viaascendente. Esta via de infeccion es mas comdn en las fases tempranas de
la gestacion. Los microorganismos pueden entrar por la vagina, desde donde

ascienden hacia el Gtero o pueden ser depositados directamente en el Utero
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durante la cépula o la inseminacion artificial. En hallazgos bacteriol6gicos y
patoldgicos en novillas clinicamente diagnosticadas como infértiles, atribuyod el
origen de la salpingitis a la extension directa de la endometritis a través del
cérvix. En la inseminacion artificial el semen es depositado en el Gtero, por lo
tanto, no es expuesto a los efectos bactericidas de las secreciones del cuello
uterino y de la vagina durante el estro. (CATENA M., 2006)

e Via hematdgena. Adquiere mayor importancia hacia el final de la gestacion.
El microorganismo infectante puede entrar al organismo materno a través del
aparato digestivo (Brucella abortus, Salmonella, Leptospira, Listeria), o de la
mucosa nasal o conjuntival (rinotraqueitis infecciosa bovina, leptospirosis,
parainfluenza, diarrea viral bovina); en todo caso siempre existe una bacteria o
viremia materna antes de que se produzca la invasion del Gtero, desde el cual el
microorganismo infectante puede invadir la placenta y luego pasar al feto. Las
cavidades cerradas como en las piémetras proporcionan un medio adecuado
para el crecimiento bacteriano; cuando esto sucede el origen de los
microorganismos infectantes es probablemente hematgeno. (CATENA M.,
2006)

e Viadescendente. Es la ruta mas rara y consiste en el descenso de una infeccion
desde los oviductos hacia el Gtero, puede ocurrir en casos de peritonitis.
(CATENA M., 2006)

2.2.3.5. Signos clinicos.

La endometritis generalmente se asocia a la retencién de placenta, la presencia de
distocia y al nacimiento de fetos muertos o al parto gemelar, esta enfermedad puerperal
se caracteriza por descarga uterina de liquidos de olor fétido y color rojo oscuro de
consistencia acuosa; pero en casos mas graves puede haber disminucién considerable
de la produccion lactea, letargo, anorexia, elevacion de la cola con pujos, fiebre >40°C,
toxemia y deshidratacion leve o marcada. (DRILLICH M, 2006)
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2.2.3.6.Diagnostico.

Las endometritis pueden ser diagnosticadas cuando no existen flujos uterinos a traves
de la vulva, ni manifestacion sistémica; mediante la palpacion rectal, la vaginoscopia
o0 la introduccion de la mano enguantada en la vagina analizando la consistencia, el
color y el olor de la secrecién; como técnicas rapidas y de facil uso. La endometritis
subclinica normalmente se diagnostica con un examen citologico del Gtero (cytobrush),
la cual estudia la poblacion celular en el Utero. La endometritis subclinica se caracteriza
por la presencia de >5 % de células polimorfonucleares (PMN, particularmente
neutrofilos). (PREVALENCIA DE ENDOMETRITIS SUBCLINICA ANTES Y
CUATRO HORAS DESPUES DE LA INSEMINACION ARTIFICIAL EN
VAQUILLONAS, 2012)

2.2.4. Cytobrush (CB)

La citologia endometrial es una practica que recientemente se ha comenzado a utilizar
para la evaluacién de la salud uterina en bovinos. Se caracteriza por ser réapido,
especifico, sensible y econémico, lo que la hace una herramienta valiosa para la
investigacion sobre el rol y la importancia de la endometritis. (KASIMANICKAM, y
otros, 2007)

2.2.4.1. Definicion

La técnica de cytobrush (CB) se basa en la obtencion de células a partir del endometrio,
mediante un cepillado de la superficie interna del Utero, técnica muy confiable y no
genera alteracion celular. EI CB ha demostrado ser la mejor técnica para la obtencion
de citologias uterinas en vacas para el diagnostico de endometritis subclinica (ES)
(KASIMANICKAM, 2005).
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La endometritis subclinica puede ser diagnosticada por medio de citologia endometrial,
en la cual se mide la proporcién de neutrofilos presentes en una muestra recogida por
el método de lavado del lumen uterino, o el uso de un Cytobrush. (VALLEJO D., 2014)

Para la obtencion de las muestras, se utilizan pistoletas de acero inoxidable, a las que
se le adosan en su extremo anterior cepillos estériles cominmente usados en
ginecologia humana. Todo esto es protegido mediante una vaina sanitaria plastica, para
evitar la contaminacion del cepillo con células del cuello y de la vagina. Si bien la
técnica del CB ha demostrado ser consistente y eficaz para obtener muestras de las
celulas del endometrio y realizar el examen citoldgico postparto en vacas lecheras.
(CAMPERO, 2008)

La técnica de CB permite lograr una muestra rdpida y con morfologia celular
preservada para el diagndstico de inflamacion subclinica del endometrio. En la
evaluacion de las muestras se determina el porcentaje de PMN sobre células totales.
Este porcentaje es indicativo de la presencia o no de inflamacion subclinica en el
endometrio, y se encuentra correlacionado negativamente con los dias en lactancia del
animal, por lo tanto hay una disminucion en el nimero de PMN a medida que se

aproxima la completa reparacién histoldgica del dtero. (DOHOO, 2009)

El examen citologico endometrial se utilizd principalmente para el diagnéstico en

mujeres, yeguas y luego en vacas; estos metodos comprenden:

a. La biopsia y/o el cultivo bacteriolégico uterinos han sido considerados los
examenes diagnosticos de referencia para endometritis. Ninguna de estas
técnicas son ampliamente utilizadas; sin embargo, la biopsia uterina ha sido
asociada con una disminucion de la tasa de concepcion al primer servicio e
infecciones de cierta importancia mas alla de las tres semanas postparto son

invariablemente asociadas con una Unica bacteria Arcanobacterium pyogenes.
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b. Lavado uterino que consiste en hacer una infusion de suero fisioldgico dentro
del Utero con un catéter por fijacion manual recto-cervical y se masajea para
realizar un lavado, luego se aspira el liquido que serd examinado en el
laboratorio.

c. Cepillado endometrial (cytobrush), es un método similar al anterior, sino que
aqui se reemplaza el catéter por un cepillo que se introduce al Utero cubierto por
un tubo protector y cuando esta dentro se lo libera y se realiza un cepillado del
endometrio, se extrae el cepillo con las particulas adheridas para luego ser

examinadas en el laboratorio.

Estos dos ultimos métodos determinan la cantidad de células de defensa como
neutrofilos que estan presentes en todo proceso inflamatorio.
(KASIMANICKAM, 2002).

Tabla 1. Ventajas y desventajas de 5 técnicas utilizadas para el diagndstico de endometritis

Técnica Facilidad de uso Tiempo  Sensibilidad Especificidad
al relativa relativa
resultado

Palpacion rectal ++++ -+ + +++
Vaginoscopia +++ ++++ ++ +4+
Ultrasonografia +++ ++++ ++ -+
(fluido intrauterino)

Citologia (Lavado) + + 4+ +4+4+4+
Citologia (Cytobrush) ++ ++ +4+ I

Fuente: (COLIN, 2008)

2.2.4.2.Toma de muestras mediante la técnica de Cytobrush

Se realiza una palpacion transrectal de los 6rganos genitales internos (ovarios, cuernos,
cuerpo y cuello del atero) de cada una de las vaconas, utilizando el brazo izquierdo
enguantado y lubricado con gel ginecologico. Al mismo tiempo, dirigido mediante el
brazo derecho, se introduce en el Utero por via vaginal el instrumental necesario para
la toma de muestra. EI mismo esta conformado por un cepillo colector endocervical

(Medibrush XL, Medical Engineering Co, SA) cortado en su mango aproximadamente
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a5 cm de largo y sujetado al mandril de una pistola de inseminacion artificial de acero
inoxidable, con una rosca especialmente disefiada para este fin. Para proteger la pistola
de la contaminacion vaginal, se utiliza como cubierta una vaina descartable y un
chemis, para introducirla, pasando a través del cérvix, en la base del cuerno de mayor
tamarfio, en el caso de notar diferencias entre ambos, o0 en uno de los cuernos al azar.
En este sitio, presionando el mandril, se expone el cepillo de la vaina y se lo gird una
vuelta completa (360°) en sentido de las agujas del reloj rozando las cerdas suavemente
la mucosa uterina y colectando asi la muestra necesaria. Seguidamente, se retrae el
cepillo dentro de la vaina y se retird del Gtero y vagina la pistola de inseminacion
artificial adaptada. (MAURINO A, 2012)

Gréfico 6. Pistola Cytobrush

Fuente: Directa. Joffre Masaquiza, 2015

2.2.4.3.Frotis Cytobrush

La pistola de Cytobrush, una vez fuera del animal, se descarta la vaina, y se expone
nuevamente el cepillo para hacerla rodar suavemente sobre un portaobjetos limpio, y
debidamente rotulado con el nimero de arete correspondiente al animal y a la fecha de
toma de las muestras. Inmediatamente los frotis deben ser resguardados del polvo, para
trasladarlos y almacenados en cajas transportadoras, hasta el laboratorio para
colorearlos utilizando una tincion pandptica comercial (Tincion 15, Biopur).
(MAURINO A, 2012)
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2.2.4.4.Conteo de células endometriales

Las preparaciones citolégicas asi logradas, se observan para su andlisis en un
Microscopio Biologico Digital Motic a un aumento de 40X y 100X, contando un
minimo de 200 células totales (células epiteliales y células inflamatorias), a partir de
las cuales se determind la proporcion de células inflamatorias (polimorfonucleares
neutrofilos). (MAURINO A, 2012)

Luego de obtener el % PMN N, se procede a clasificar a los animales como positivas a
endometritis subclinicas (ES) siguiendo el criterio de los trabajos publicados por
Rinaudo et al., 2012., que consideran como positivos a endometritis subclinica a todos

los animales cuyos frotis posean un % PMN N > 5.

2.2.5. Condicién corporal (CC) bovinos

La alimentacion y la condicion corporal de la hembra son dos cuestiones que se deben
analizar en forma conjunta con el fin de eficientizar la utilizacion del forraje y mejorar
los indices reproductivos del rodeo (Moralejo, 2004). Esto es asi pues con la CC se
considera al tejido adiposo no solo como tejido de reserva almacenada, sino también
como un tejido glandular capaz de producir una hormona, la leptina. La leptina, al
actuar como hormona integradora de la homeostasis energética del organismo, su
concentracion plasmatica esta fuertemente correlacionada con el resto de las hormonas
involucradas y con el estado energético del animal. La leptina actuaria en el
hipotalamo, en regiones relacionadas con la regulacién del peso pero también en las
zonas de regulacion de la liberacion de las neurohormonas que controlan la secrecién
de hormonas de la hipofisis anterior, como la hormona luteinizante (LH) y la hormona
del crecimiento (GH) (Rondan Cortes, 2011).

Por otro lado (desde el aspecto reproductivo), existe un neurotransmisor llamado

neuropéptido Y (NPY) que se produce en el nucleo arcuato hipotaldmico. EI NPY
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aumenta la ingesta y disminuye la termogénesis. El principal mecanismo por el que la
leptina regula el apetito es, por lo tanto, inhibiendo la sintesis y secrecion de NPY. En
rumiantes, el neuropéptido Y tiene efectos inhibitorios en la liberacion de
gonadotrofinas. El neuropéptido Y es el mediador primario de la accion de la leptina
en el hipotalamo regulando la secrecion de GnRH ya que mediante la inhibicion del
NPY por parte de la leptina se produce la secrecién de GnRH especialmente de LH.
Por lo tanto el NPY es un inhibidor/regulador de la GnRH, mientras que la leptina
inhibe el NPY. Cuando la CC baja, disminuye la concentracion de adipocitos
disminuyendo con ello la produccion de leptina, lo que permite que se incremente el
NPY causando un bloqueo de la GnRH (Cobos Villavicencio, 2011).

Ahora, puede definirse el estado corporal (E.C.), estado nutricional (E.N.) o condicion
corporal (CC), como la cantidad de energia metabolizable almacenada en forma de
tejido graso y muscular en un animal vivo. En consecuencia, permite conocer cual es
la cobertura grasa de un animal, la que se relaciona con la reserva energética que puede
ser usada en un momento determinado para mantenimiento, produccion y/o
reproduccion. La calificacion de la CC puede ser evaluada en cualquier momento del
ciclo productivo. Es una herramienta practica y repetible que permite valorar el
porcentaje de tejido adiposo subcutéaneo (reservas corporales con que la vaca cubrird
sus requerimientos) presente en ciertas zonas del cuerpo (lomo, regién lumbar, caderas
y encoladura). Es un método econémico, repetible, no invasivo, independiente del peso
y tamafio del animal y preciso para evaluar el estado de las reservas energéticas dadas
por la cobertura grasa del animal. No requiere el uso de balanza ya que el peso no tiene
buena correlacion con las reservas corporales. Con esta metodologia, no se tiene en
cuenta el tamafio, la raza del animal, la prefiez y el contenido del aparato digestivo. Es
un metodo de andlisis subjetivo. La evaluacion sera significativa si las apreciaciones
no difieren de ¥ a hasta medio punto dentro de la misma escala. Usando a la
ultrasonografia (técnica objetiva de medicién), se ha encontrado que hay una
correlacion alta entre la medida obtenida con el ecografo y el valor dado por el técnico
(MONINA, et al., 2002).
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La cuantificacion de la CC, puede hacerse a través de dos escalas: la primera tiene una
graduacion que va de 0 a 5 (escala de Lowman o sistema inglés) (Tabla 2) y la segunda
vade 1 a 9 (escala de Herd y Sprott o sistema americano) (Tabla 3). La primera puede
ser usada con medios puntos intermedios, por lo que permite primero trabajar con
ndmeros enteros y una vez que estan bien definidos, se pueden utilizar los medios
puntos para lograr mayor exactitud en la determinacion. Cada punto que aumenta,
representan 50 — 70 Kg. La segunda, permite que por cada punto, representen 25 — 35
Kg (RONDAN CORTES, 2011).

Tabla 2. Escala de Lowman o sistema inglés.

Rango Estado Estado corporal
0 Muy flaca Muy mala
1 Flaca Mala
2 Delgada Regular
3 "Término medio" Moderada
4 Gorda Buena
5 Muy gorda Muy buena

Fuente: CORTES, 2011

Tabla 3. Escala de Herd y Sprott o sistema americano.

Rango Estado Estado corporal
1-2 Flaca Mala
3 Vaca limite Regular
4-5 Termino medio Moderada
6-7 Gorda Buena
8-9 Muy gorda Muy buena

Fuente: CORTES, 2011
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CAPITULO Ill. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion de la investigacion

PROVINCIA : Pastaza y Napo
CANTON : Santa Clara y Carlos Julio Arosemena Tola
SECTOR : Km. 44 via Puyo — Tena, junto a la desembocadura del Rio

PiatGa y Anzu

LUGAR DEL ENSAYO: Hato bovino de Investigacion de Posgrado en la Region
Amazonica, perteneciente a la Universidad Estatal Amazonica.

PRECIPITACION PLUVIAL : Hasta 4000 mm por afio

HUMEDAD RELATIVA : 80 %

TEMPERATURA PROMEDIO : 19a22°C

ALTITUD entre 580 y 990 m.s.n.m.

LIMITES : Al norte con varios posesionarios de terrenos, al Sur con el Rio

Piatla, al Este el rio Anzu y al Oeste el rio Ayayaku

HORAS LUZ : 12:00 (en promedio)
VIENTO : 3-9km/h
LATITUD -1.3

LONGITUD : -77.8833333
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Grafico 7. Ubicacion del hato bovino de Investigacion de Posgrado en la Region Amazdnica.
Fuente: CIPCA, 2015

3.2. 15Recursos

3.2.1. Recursos humanos

e Tesista
e Transporte
e Alimentacion

e Colaboradores en la investigacion

3.2.2. Materiales de oficina

e Papeleria y materiales
e Computadora

e Memoria USB

e Boligrafos

e Libreta de apuntes

e Perforadora

e Grapadora
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e Anillados
e Empastados

e |nternet

3.2.3. Insumos

e Overol

e Botas

e Sogas

e Nariguera

e Jeringas 5 ml

e Agujasl8x1l¥%

e Guantes ginecoldgicos

e Guantes de manejo

e Gel ginecoldgico

e Gel desinfectante

e Chemis

e Catéter inseminacion artificial
e Brochas (para cytobrush)
e Tincion 15

e Porta objetos

e Pistola para cytobrush
3.2.4. Equipos

e Computadora

e Cémara de fotos

e Microscopio

e Ecdgrafo (Ibex Pro, transductor lineal de 5.0 MHz)
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3.3. Tipo de investigacion

Para el desarrollo de la presente investigacion se utilizd el tipo descriptivo y

explicativo.

3.3.1. Investigacion descriptiva

El objetivo de la investigacion descriptiva consiste en llegar a conocer las situaciones,
costumbres y actitudes predominantes a través de la descripcion exacta de las
actividades, objetos, y procesos, en este caso conocer la prevalencia de endometritis
subclinica, por el método de Cytobrush. Su meta no se limita a la recoleccién de datos,
sino a la prediccion e identificacion de las relaciones que existen entre dos o mas
variables. Los investigadores no son meros tabuladores, sino que recogen los datos
sobre la base de una hipétesis o teoria, exponen y resumen la informacion de manera
cuidadosa y luego analizan minuciosamente los resultados, a fin de extraer

generalizaciones significativas que contribuyan al conocimiento. (LOPEZ, 2003).

Se anex6 la informacion sobre el grado de inflamacion, la presencia y porcentaje de
Polimorfonucleares neutrofilos y su prevalencia, describiendo los resultados
investigados durante el desarrollo de la presente investigacion, el mismo que por sus

condiciones y especificidad se efectud en el lugar de los hechos.
3.3.2. Investigacion explicativa
La investigacion explicativa, esta dirigida a contestar por qué sucede determinado

fendmeno, cual es la causa o factor de riesgo asociado a ese fendmeno, o cuél es el

efecto de la causa, es decir, buscar explicaciones a los hechos. (ROBAYO, 2004)
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3.4. Metodologia

Observacional, debido a que Unicamente se observé el fendmeno como tal, sin ser

manipulados o provocados intencionalmente por el investigador.

3.4.1. Métodos

Para la presente investigacion se utilizé el método inductivo y deductivo.

3.4.1.1. Inductivo

Se utilizé el método inductivo o inductivismo porgue se obtuvo conclusiones generales
a partir de las premisas particulares. Se trata del método cientifico mas usual, que se
caracteriza por cuatro etapas basicas: la observacion y el registro de todos los hechos:
el analisis y la clasificacion de los hechos; la derivacion inductiva de una
generalizacion a partir de los hechos; y la contrastacion. Esto supone que, tras una
primera etapa de observacion, analisis y clasificacion de los hechos, se deriva una
hipotesis que soluciona el problema planteado. (SOLIS, 2007)

3.4.1.2. Deductivo

El método deductivo es un método cientifico que considera que la conclusion esta
implicita en las premisas; 0sea, que la conclusion que deriva de acuerdo a los resultados
del grado de inflamacién, el numero, porcentaje de PMN n y la prevalencia de
endometritis subclinica, estan en dependencia de éstos. Por lo tanto, supone que las
conclusiones siguen necesariamente a las premisas: si el razonamiento deductivo es
valido y las premisas son verdaderas, la conclusion solo puede ser verdadera.
(ROBAYO, 2004).
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3.4.2. Técnicas

Observacion y la técnica del Cytobrush (citologia endometrial).

3.4.2.1. Técnica de Cytobrush

Se realiz6 con una palpacion transrectal de los 6rganos genitales internos (ovarios,
cuernos, cuerpo y cuello del dtero) de la vaca, utilizando el brazo derecho enguantado
y lubricado con vaselina liquida. Al mismo tiempo, dirigido mediante el brazo
izquierdo, se introdujo en el Gtero por via vaginal el instrumental necesario para la toma
de muestra. EI mismo estd conformado por un cepillo colector endocervical
(Medibrush XL, Medical Engineering Co, SA) cortado en su mango aproximadamente
a5 cm de largo y sujetado al mandril de una pistola de inseminacion artificial de acero
inoxidable, al que se le realizé previamente una rosca especialmente disefiada para este
fin. Para proteger la pistola de la contaminacion vaginal, fué cubierta con una vaina
descartable y chemis, para introducirla, pasando a través del cérvix, en la base del
cuerno de mayor tamarfio, en caso de notar diferencias entre ambos por palpacion y
sino, en uno de los cuernos al azar. En este sitio, presionando el mandril, se expulso el
cepillo de la vaina y se lo hizo girar una vuelta completa (360°) en el mismo en sentido
de las agujas del reloj rozando las cerdas suavemente la mucosa uterina (endometrio)
y colectando asi la muestra necesaria. Seguidamente, se retrae el cepillo dentro de la

vaina y se retird del Gtero y vagina la pistola de inseminacion artificial.

Una vez fuera del animal, se descarté la vaina y se expone nuevamente el cepillo para
hacerla rodar suavemente sobre un portaobjetos nuevo, limpio, desengrasado y
debidamente rotulado con el nimero de arete correspondiente al animal con la fecha
de toma de las muestras. Inmediatamente los frotis fueron rociados con un spray fijador
celular para resguardarlos del polvo y asi poder trasladarlos almacenados en cajas
transportadoras, hasta el laboratorio donde se colorearon utilizando una tincidn

panoptica comercial (Tincion 15, Biopur).
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Las preparaciones citolégicas asi logradas se observaron para su andlisis con un
microscopio binocular Olimpus BH-2 a un aumento de 400X y contando un minimo
de 200 células totales, entre células epiteliales y células inflamatorias (neutrofilos
polimorfonucleares), a partir de las cuales se determinaron la proporcién de células
inflamatorias. Luego de obtener el % neutréfilos polimorfonucleares (n PMN), se
procedio a clasificar a las vacas como positivas a endometritis subclinicas (ES)
siguiendo el criterio de los trabajos publicados por Rinaudo et al., 2012., que
consideran como positivos a endometritis subclinica a todos los animales cuyos frotis
posean un % PMN N > 5.

P <
O s

Graéfico 8. Microfotografia 6ptica. 400X. Tincion 15. Frotis obtenido por Cytobrush. Se observan
células epiteliales del endometrio (E) y PMN N (N)
Fuente: MARINI, 2014.

3.5. Analisis estadistico

Se utilizé el Test de Shapiro-Wilk dado que cada grupo presenta menos de 50 datos.
Los resultados reflejan que en todas las muestras existe un p-value < 0,05 por lo tanto,
los datos no siguen una distribucién normal, por lo que se aplicd estadistica no

paramétrica.
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3.6.Unidad de estudio

Se trabajo con 48 semovientes bovinos, y cada una de éstas representa una unidad

experimental.

3.7. Manejo del ensayo

e Se utilizaron 48 animales del hato bovino de Investigacion de Posgrado en la
Region Amazdnica, perteneciente a la Universidad Estatal Amazdnica. Bajo el
sistema silvopastoril, su alimentacion es a pastoreo con Brachiaria brizantha
(marandq).

e Los animales en estudio sin ningun servicio previo (a la primera toma de
muestras), en dptimas condiciones reproductivas (chequeadas con un ecdgrafo
Ibex Pro, transductor lineal de 5.0 MHz).

e Se realizaron tomas de muestras de citologia endometrial (Cytobrush)
periddicamente desde el afio 2014 hasta el 2019.

e La técnica del Cytobrush, relativamente nueva en el Ecuador se realizé para
conocer el estado endometrial de los animales en estudio, la presencia de células

inflamatorias (neutréfilos polimorfonucleares, n PMN).
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados
La presente investigacion determind la prevalencia de endometritis subclinica

mediante Cytobrush del 2014 al 2019 en el hato bovino de Investigacion de
Posgrado en la Region Amazonica, segun el grado de inflamacion del endometrio
por la presencia de neutréfilos polimorfonucleares presentes en el endometrio, que
es indicativo de endometritis, mediante la técnica de Cytobrush, ademas de

correlacionar la condicidn corporal con la presencia de endometritis subclinica.

Se realiz6 estadistica descriptiva, un analisis exploratorio de los datos, lo cual se

lo realizo en el Software Estadistico RStudio.

Tabla 4. Anélisis estadistico general de la prevalencia de endometritis subclinica con el método de

Cytobrush.
N Minimo Maximo MEDIA GENERAL DE
DETALLE POSITIVOS AE.S.
Estadistico Estadistico Estadistico
Neutrofilos
Polimorfonucleares 192 0% 23% 7,813 %
(PMN n)

Fuente: Directa, 2022
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A partir de todas las tomas de muestras citologicas endometriales realizadas desde el

afio 2014 al 2019, la media general de positivos a endometritis subclinica es del

7,813%, considerando que existe un problema real en cuanto a la afectacion de esta

enfermedad subclinica en los hatos ganaderos.

POSITIVO AES

025

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

Tabla 5. Primera toma de muestras por el método de Cytobrush.

ENDOMETRITIS SUBCLINICA

ANIMALES EN

ESTUDIO

Positivos Negativos

Cuantitativo  Cualitativo  Cuantitativo  Cualitativo

48

10 animales 20,83% 38 animales 79,16%

Fuente: Directa, 2022

Graéfico 9. Primera toma de muestras por el método de Cytobrush.

an

XS

BOVINOS EN ESTUDIO

Fuente: Directa, 2022

38



POSITIVO AES
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Tabla 6. Segunda toma de muestras por el método de Cytobrush.

ENDOMETRITIS SUBCLINICA

ANIMALES EN

Positivos Negativos
ESTUDIO

Cuantitativo  Cualitativo  Cuantitativo  Cualitativo
48

2 animales 4.17% 46 animales 95.83%

Fuente: Directa, 2022

Gréfico 10. Segunda toma de muestras por el método de Cytobrush.

BOVINGS EN ESTUDIO

Fuente: Directa, 2022

Tabla 7. Tercera toma de muestras por el método de Cytobrush.

ENDOMETRITIS SUBCLINICA

ANIMALES EN

Positivos Negativos
ESTUDIO

o Cuantitativo  Cualitativo  Cuantitativo  Cualitativo
4

3 animales 6.25% 45 animales 93.75%

Fuente: Directa, 2022
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Gréfico 11. Tercera toma de muestras por el método de Cytobrush.
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BOVINOS EN ESTUDIO

Fuente: Directa, 2022

Tabla 8. Cuarta toma de muestras por el método de Cytobrush.

ENDOMETRITIS SUBCLINICA

ANIMALES EN

ESTUDIO Positivos Negativos

Cuantitativo  Cualitativo  Cuantitativo  Cualitativo
0 animales 0.00% 48 animales 100,00%

48

Fuente: Directa, 2022

Graéfico 12. Cuarta toma de muestras por el método de Cytobrush.

BOVINOS EN ESTUDIO

Fuente: Directa, 2022
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Ademas, se aplicd estadistica inferencial, ya que se debe analizar el supuesto de
normalidad para poder aplicar el Test Estadistico adecuado. Se utiliz6 el software
estadistico IBM SPSS.

Tabla 9. Prueba de normalidad, test de Shapiro-Wilk.

Shapiro-Wilk
MUESTRAS o Sig.
Estadistico gl
(p-value)
Primer muestreo citologico 0,584 48 0,000
Segundo muestreo citoldgico 0,425 48 0,000
NEUTROFILOS
Tercer muestreo citologico 0,51 48 0,000
Cuarto muestreo citolégico 0,533 48 0,000

Fuente: Directa, 2022

Se utilizé el Test de Shapiro-Wilk dado que cada grupo presenta menos de 50 datos.
Los resultados reflejan que en todas las muestras existe un p-value < 0,05 por lo tanto,
los datos no siguen una distribucidon normal y se aplicara estadistica no paramétrica.
HO: LOS DATOS SIGUEN NORMALIDAD

H1: LOS DATOS NO SIGUEN NORMALIDAD

P < 0,05 =HO0 SE RECHAZA “NO SIGUEN NORMALIDAD”

Las reglas estadisticas afirman que el Test de Kruskal-Wallis es el adecuado para
establecer si existe prevalencia de endometritis subclinica por la presencia de

neutréfilos polimorfonucleares a lo largo de las muestras tomadas.

Tabla 10. Test de Kruskal-Wallis

Estadisticos de prueba®®
NEUTROFILOS

Chi-cuadrado 4,668
gl 3
Sig. Asintética 0,198
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(p-value)

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Nimero_muestras

El Test no paramétrico de Kruskal-Wallis a un 95% de confiabilidad establece que p-
value (0,198) > 0,05 por tanto, efectivamente existe una prevalencia de neutréfilos a
largo de las cuatro diferentes tomas de muestras realizadas durante el 2014 al 2019,
cabe recalcar que el estado reproductivo de los animales fueron los adecuados previo

Fuente: Directa, 2022

al chequeo ecografico realizado.

95% de confiabilidad

5% de significancia

HO: Existe prevalencia de endometritis subclinica.

H1: NO existe prevalencia de endometritis subclinica.

P < 0,05 HO se rechaza

Tabla 11. Condicién corporal general del hato bovino.

N° |DENT| FICACION CONDICION CORPORAL (2014 AL 2019)
PRIMERA SEGUNDA TERCERA CUARTA PROMEDIO

1 6378 3,10 2,50 3,00 2,5 2,87
2 6511 3,00 2,50 3,00 2,5 2,83
3 6740 3,20 2,50 3,00 2,5 2,90
4 5846 3,00 2,50 2,70 2,5 2,73
5 6753 2,80 2,30 3,20 2,5 2,77
6 6745 2,70 2,30 3,00 2,4 2,67
7 6727 3,20 2,50 2,80 2,5 2,83
8 6724 3,10 2,50 2,50 2,5 2,70
9 6743 3,30 2,50 2,20 2,5 2,67
10 6419 3,00 2,50 2,30 2,3 2,60
11 6417 3,00 2,30 2,50 2,5 2,60
12 6514 3,20 2,50 2,80 2,5 2,83
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13 6251 3,50 2,70 3,00 2,5 3,07
14 6512 3,00 2,50 2,70 2,5 2,73
15 5770 3,20 2,50 2,70 2,5 2,80
16 6505 3,00 2,30 3,00 2,5 2,77
17 6272 2,80 2,30 2,20 2,3 2,43
18 5760 2,70 2,30 3,80 2,5 2,93
19 6513 3,30 2,50 2,00 2,5 2,60
20 5764 3,50 2,70 3,00 2,5 3,07
21 6698 3,20 2,50 2,50 2,5 2,73
22 5767 3,00 2,50 3,00 2,5 2,83
23 6688 3,00 2,30 2,20 2,5 2,50
24 6513 3,20 2,50 2,20 2,5 2,63
25 6263 3,30 2,50 3,00 2,5 2,93
26 5834 3,10 2,50 3,00 2,5 2,87
27 6715 3,50 2,70 2,00 2,5 2,73
28 6383 3,00 2,30 2,70 2,5 2,67
29 6273 2,70 2,00 2,00 2,5 2,23
30 6256 2,90 2,50 2,50 2,5 2,63
31 6720 2,70 2,00 2,80 2,5 2,50
32 6424 3,40 2,50 3,00 2,5 2,97
33 6431 3,20 2,50 2,30 2,5 2,67
34 6395 3,00 2,30 3,00 2,5 2,77
35 5845 3,50 2,70 3,00 2,5 2,93
36 6412 2,90 2,30 3,00 2,5 2,73
37 6275 2,80 2,70 2,80 2,5 2,77
38 6504 2,70 2,50 2,70 2,5 2,63
39 6376 3,30 2,50 3,00 2,5 2,93
40 6766 3,50 2,30 3,00 2,5 2,93
41 6402 3,20 2,50 2,80 2,50 2,75
42 6260 3,00 2,50 3,00 2,50 2,75
43 6391 3,00 2,50 2,70 2,30 2,63
44 6385 3,20 2,70 2,50 2,50 2,73
45 6270 3,00 2,30 2,70 2,50 2,63
46 5772 3,20 2,00 2,80 3,00 2,75
47 6398 3,00 2,50 2,80 3,20 2,88
48 6739 2,80 2,00 3,20 3,00 2,75

3,08 2,43 2,74 2,67 2,73

Fuente: Directa, 2022.
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Tabla 12. Correlacién de la condicion corporal y la presencia de endometritis subclinica.

POSITIVOS ES NEGATIVOS ES CONDICION

(Cytobrush) (Cytobrush) CORPORAL
PRIMERA TOMA 10 38 3,08
SGUNDA TOMA 2 46 2,43
TERCERA TOMA 3 45 2,74
CUARTA TOMA 0 48 2,67

Fuente: Directa, 2022.

De acuerdo a la toma de la condicion corporal (CC) realizada en cada toma de muestras
citoldgicas endometriales realizadas desde el afio 2014 al 2019, el promedio general es
de 2,73, segun la Escala de Lowman o sistema inglés la condicion corporal se acerca a
“moderada”, considerando que los animales en estudio se encuentran dentro del
requerimiento del estado corporal para que entre a reproduccién, y no influyen en el

estado endometrial de los animales.

4.2. Discusion

Una de las principales enfermedades uterinas que afectan la eficiencia reproductiva de
los hatos ganaderos es la endometritis subclinica, segun Sheldon et al 2018, indica que
es altamente prevalente, no presenta signos clinicos aparentes y es una de las causas de

ineficiencia reproductiva mas importantes estudiadas en la ultima década.

Los hallazgos encontrados a partir de todas las tomas de muestras citologicas
endometriales realizadas desde el afio 2014 al 2019, minimo estadistico el 0% vy el
maximo estadistico el 23%, encontrando un promedio de positivos a endometritis
subclinica del 7,813%, y considerando los trabajos realizados por Rinaudo et al., 2012,

que fundamentan como positivo a endometritis subclinica cuando la muestra citol6gica
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tiene un >5 % de polimorfonucleares neutréfilos; por lo tanto, se considera que existe
un problema real en cuanto a la afectacion de esta enfermedad al hato ganadero; segln
Aragon, et al (2015) refiere que los hallazgos obtenidos en 16 vacas del oriente que no
presentaban alteracion alguna, el momento de realizar la citologia resultaron el 50%
con endometritis, el 35% con endometritis subclinica y el 25 % normal; ademas,
Kasimanickam y col. (2005 b) concluye que el esfuerzo para identificar las vacas con
endometritis subclinica para su tratamiento dependerd del costo de los test de
diagnostico, el costo del tratamiento, el desempefio reproductivo del rodeo y la
prevalencia de la enfermedad, por ello la importancia de realizar el Cytobrush antes de
que los animales entren a reproduccion para minimizar los posibles riesgos en nuestra

inversion.

En estudios recientes se ha observado que la endometritis subclinica modifica las
concentraciones de esteroides ovaricos afectando la calidad del ovocito, y esto podria
explicar en parte, el porcentaje de concepcién mas bajas y el mayor intervalo entre el
parto y la concepcion que se asocian a menudo con endometritis subclinica (Green et
al., 2011). Estd comprobado, que, bajo cualquier sistema de produccidn, la endometritis
clinica (EC) y la endometritis subclinica (ES) afectan la eficiencia reproductiva de las
hembras al aumentar los intervalos entre Parto Primer Servicio, Intervalo Parto
Concepcion e Intervalo Parto-Parto asi como también, la cantidad de servicios
necesarios por prefiez (Gilbert et al., 2005; Kasimanickam et al., 2004; Madoz et al.,
2008).

Esta investigacidon permitié obtener un pardmetro real de diagnéstico de endometritis

subclinica para el sistema de produccion, manejo y region Amazoénica de donde

proceden los animales empleados en este estudio.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

La técnica del Cytobrush (citologia endometrial), es una técnica sencilla,
practica y muy confiable para el diagndstico especifico de endometritis, que
puede ser utilizada facilmente en trabajos regulares de campo; se considera que
el grado de inflamacién va en funcion de la presencia de Polimorfonucleares
neutrofilos (PMN n) sobre las células epiteliales presentes en el endometrio
(células residentes normales), por lo que se concluye segun los datos obtenidos
que la prevalencia de endometritis subclinica fue del 7,813%, afectando asi la
eficiencia reproductiva del hato bovino de Investigacion de Posgrado de la
Regién Amazénica.

La performance de la condicion corporal durante el tiempo del estudio fué
semejante, se concluye que la condicidn corporal no influyo en el desarrollo de
endometritis subclinica en los semovientes estudiados del hato bovino de

Investigacion de Posgrado de la Region Amazdnica.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda trabajar con la técnica del Cytobrush (citologia endometrial), ya
gue es una técnica sencilla, practica y muy confiable para el diagndstico de
endometritis, pudiendo ser utilizada facilmente en trabajos regulares de campo,
previa a la IATF o si en el chequeo ginecoldgico se encontrara alguna anomalia

reproductiva, o segun el caso lo amerite.
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e Se recomienda hacer la técnica del Cytobrush, en animales reportados con
problemas reproductivos, mantener un buen manejo reproductivo de nuestros
animales, para evitar complicaciones reproductivas con la aparicion de células
inflamatorias (PMN n)
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CAPITULO VII. ANEXOS

Anexo 2. Chequeo ginecoldgico, bajo la supervisién del Dr. Roberto Quinteros, UEA.
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Anexo 4. Armado de pistola para Cytobrush.
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Anexo 6. Frotis Cytobrush, bajo la supervision del Dr. Pablo Marini, PhD (Universidad Nacional

del Rosario, Argentina)

Anexo 7. Tincion 15 (Biopur). Tincidn de placas, obtenidos por la técnica de Cytobrush.
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Anexo 9. Microfotografia optica (40x). Frotis obtenido por Cytobrush. Se observan células

epiteliales del endometrio (normales)
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Anexo 10. Microfotografia Optica (40x). Frotis obtenido por Cytobrush. Se observan células
Polimorfonucleares Neutréfilos (PMN n)
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Anexo 11. Microfotografia dptica (100x). Frotis obtenido por Cytobrush. Se observan células

Polimorfonucleares Neutréfilos (PMN n)
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