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“Todo el mundo elogia la victoria en la batalla, pero lo verdaderamente deseable es poder
ver el mundo de lo sutil y darse cuenta del mundo de lo oculto, hasta el punto de ser capaz
de alcanzar la victoria donde no existe forma.”

Sun Tzu
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Resumen

La presente tesis incluye cuatro ensayos, los que tuvieron como objetivo general determinar
los efectos del uso de dispositivos intravaginales de sincronizacion de celo (esponjas)
impregnados con acetato de medroxiprogesterona (MAP) sobre la flora vaginal en ovinos,
las posibles alternativas para el control de dichas alteraciones, y las posibles alteraciones
del comportamiento sexual que puedan ser causadas por su uso. En el primer ensayo se
demostroé que no existen diferencias en la dindmica de la poblacién de bacterias vaginales
aerobias cultivables (conteos bacterianos vaginales referidos a unidades formadoras de
colonias [UFC]) entre animales tratados con dispositivos intravaginales comerciales (50 mg
de MAP) y dispositivos sin MAP. En un segundo ensayo se demostr6 que los conteos de
UFC al momento de retirar las esponjas aumentaron en animales con y sin tratamiento
antibidtico, aunque el aumento fue significativamente menor en los grupos con tratamiento
antibiotico ya sea sistémico o local. Ademas se demostrd que los animales con tratamiento
antibidtico local (en la propia esponja) fueron los que tuvieron un incremento menor de los
conteos de UFC al momento de retirar las esponjas, aunque todos los grupos del ensayo
volvieron a conteos similares a los observados antes de comenzar el tratamiento a los 3 dias
del retiro de las esponjas. En el tercer y cuarto ensayo se constatd que las hembras con celo
espontaneo resultaron ser mas atractivas para los carneros que las hembras con un pre-
tratamiento con esponjas, y que no hubo diferencias significativas entre grupos de animales
tratados con esponjas comerciales con antibidtico local y sin antibiotico local. En resumen
los ensayos realizados permitieron concluir que: 1) las esponjas de por si
(independientemente del contenido de MAP) desencadenan el mayor aumento de UFC; 2)
el antibidtico local es mas efectivo que el tratamiento con antibi6tico sistémico para
controlar el aumento de la flora vaginal provocada por la insercion de la esponja; 3) las
ovejas con celo espontdneo son mas atractivas para los carneros que aquellas pretratadas
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con esponjas; y 4) el uso de antibidticos locales no hace més atractivas a las ovejas tratadas
con esponjas.
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Abstract

The present thesis includes four trials, with the general aim of determining the effects of
intravaginal sponges impregnated with medroxiprogesterone acetate (MAP) used for estrus
synchronization on the vaginal bacterial flora in ewes, possible alternatives for the control
of these changes, and identifying possible alterations of sexual behavior that may be caused
by their use. In the first trial it was demonstrated that there are not significant differences
on the vaginal bacteria dynamics (considered as the number of vaginal colony forming
units [CFU]) in animals treated with commercial intravaginal sponges (50 of MAP) and
sponges without MAP. In a second study it was demonstrated that CFU values increased in
groups of animals with and without antibiotic treatment at sponge withdrawal, but the
increase was significantly lower in the groups with antibiotic treatment, either systemic or
locally administered. Also it has been shown that animals with local antibiotic treatment (in
the sponge) had a smaller increase in CFU values at withdrawal, but CFU values returned
to values similar to those observed before treatment within 3 days of sponge withdrawal in
all the groups. In the third and fourth trials, it was observed that ewes with spontaneous
estrus were more attractive for rams than ewes with a pre-treatment with sponges, and there
were not significant differences between groups of animals treated with or without local
antibiotic in the sponges. In summary it was concluded that: 1) the sponges per se triggered
the largest increase of UFC; 2) local antibiotic is more effective than systemic antibiotic
treatment to control the increase of the vaginal bacterial numbers caused by the insertion of
the sponge; 3) the ewes with spontaneous estrus are more attractive to rams than those
pretreated with sponges; and 4) the use of local antibiotics did not increase the
attractiveness of ewes treated with sponges.



1. Introduccién

1.1. Situacién de la produccién ovina nacional

1.1.1. Indicadores productivos

La produccion ovina en el Uruguay representa la principal fuente de ingresos a nivel
familiar de los pequefios y medianos productores (57%), originando mas del 20% del
producto bruto agropecuario en aproximadamente 24.000 establecimientos (Montossi,
2000; DICOSE, 2008). El sector da empleo a mas de 50.000 personas considerando al agro
y la industria conjuntamente (Bonino, 2003).

La produccién internacional de lana para la zafra 2008/2009 continda la tendencia
decreciente, al igual que la cantidad de ovinos en el pais. La conjuncion de precios altos de
la carne y un valor bajo de la lana explican en gran parte la tendencia a disminuir las
existencias ovinas. A nivel internacional, en 2009 hubo una lenta pero continua
recuperacion de la demanda después de la crisis del 2008. La faena de corderos disminuyé
internacionalmente en un 2,2%, y su valor en 8% (Tambler, 2009).

En Uruguay se registro una nueva caida de la cantidad de animales en el 2009 del entorno
del 5,3%, ubicandose en 8,9 millones de animales (500.000 menos que en el 2008) (Figura
1). Esta caida se explica parcialmente por la elevada faena, 10% superior que la zafra
anterior (Tambler, 2009). En 2009 la produccidon de lana descendié en Uruguay de 37 a 34
mil toneladas, 8,2% menor que en la zafra 2008. Pero para los registros del SUL, en el 2009
las exportaciones se ubicaron en 49,7 millones de kilos de lana base sucia, 10,9% menos
que en la zafra anterior (la diferencia entre producido y exportado es debida a la
importacion de lana). Las ventas de lana sucia disminuyeron un 14,5% y la lana lavada un
54,5%, y los tops aumentaron 1,8% comparado con 2008. La participacion en las
exportaciones se modific6 aumentando los tops del 63% al 72%, disminuyendo la lana
lavada y la lana sucia del 17,0% al 8,6%, y del 20,0 al 14,5% respectivamente. En términos
de valor real, las exportaciones bajaron un 27,3% respecto a 2008, para noviembre del 2009
se llevaban 170,2 millones de dolares en exportaciones de lana. China fue el principal
destino de la lana uruguaya representando el 96,5 % de las exportaciones de lana sucia,
50,7% de lavada y 47,3% de los tops. En el mercado interno, el precio de la lana disminuyé
un 22,4% respecto a la zafra anterior (Laguna, 2009).
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Figura 1. Evolucion del stock ovino en Uruguay desde el afio 2000 al 2009, segun datos de
DICOSE (1970-2000). Fuente: SUL.

La produccion de carne ovina aumentd y la faena 2009 se ubicé en 1.8 millones de cabezas
0 sea un 7,1% mas que la zafra anterior. La faena de borregos y corderos aumento en 43% y
19% respectivamente, y la faena de ovejas bajo 17%. La produccién total de carne 08/09
fue de 132,5 mil toneladas aumentando 1,2% contra 2007/2008 (Figura 2). Pero en
términos econdmicos, si bien para octubre 2009 se igual6 el precio del 2008, en términos
reales se registrd una caida del 18 al 20% en carne posdressing. Las exportaciones de carne
fueron en 2009 de 24 mil toneladas de equivalente peso carcasa, aumentando 24% contra
2008, pero nuevamente el precio de las exportaciones bajé un 14%. Por lo tanto, medido en
valor real, las exportaciones crecieron solo un 6%. Se exportaron 58 millones de dolares y
se prevé superar en la zafra 2010 el record histérico de 70,7 millones. Han aumentado
notoriamente la participacion de mercados como Unidn Europea y Brasil (44% en valor y
53% en volumen), asi como Arabia Saudita y Jordania (Tambler, 2009).
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Figura 2. Evolucion de los animales faenados en Uruguay, como corderos pesados, desde
1996 a 2008 segun Secretariado Uruguayo de la Lana. Fuente: SUL

1.1.2. Enfoques productivos en los sistemas ovinos en Uruguay

Histéricamente la produccion ovina del Uruguay tenia un enfoque netamente lanero. En los
ultimos afios varios factores a nivel mundial han determinado que el precio de la lana
disminuyera drasticamente, lo que sumado a otros acontecimientos que influyeron
positivamente en el mercado de carne, han llevado a que la relacion de precios de lana vs
carne haya variado, por lo que actualmente resulte mas eficiente econdmicamente la
produccion de carne ovina. Contrariamente a los sistemas laneros, los sistemas carniceros
dependen en gran medida de los resultados reproductivos y del crecimiento del animal,
mientras que la produccion y caracteristicas de la lana tienen una baja incidencia. Estos
sistemas tienen como principal produccién la carne de calidad proveniente de animales
jévenes (Montossi, 2000).

La situacion de Uruguay ante los mercados de carne, y particularmente de aquellos de alto
poder adquisitivo, genera una gran oportunidad de crecimiento. Para poder acceder a estas
mejoras, el sistema agroindustrial debe emprender una serie de ajustes estructurales y
cambios en tecnologias de produccién que permitan satisfacer los requerimientos mas
exigentes en calidad y cantidad de carne (Cardellino, 2002). La baja eficiencia reproductiva
de la majada es una de las limitantes que deben encararse para reactivar y expandir la
produccion, ya que de acuerdo a los resultados historicos, en nuestro pais se necesitan casi
2 ovejas para producir un cordero (Cardellino, 2002) (Figura 3).
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Figura 3. Evolucién del porcentaje de sefialada en Uruguay desde el afio 1994 al 2008.
Fuente DICOSE 2008.

1.2. Fisiologia reproductiva de la oveja

1.2.1. Estacionalidad reproductiva

El sistema nervioso central (SNC), el hipotdlamo, la hipofisis y las gonadas constituyen el
eje gonadotréfico. A su vez, las hormonas producidas en los ovarios, como el estradiol
tienen accion de retroalimentacion sobre el hipotalamo regulando asi la liberacion de
hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) y por lo tanto la secrecion de
gonadotrofinas por parte de la adeno-hipofisis. Los factores ambientales complementan este
sistema de control incidiendo sobre la funcién reproductiva. Estos factores ambientales son
tanto la duracion del dia, como la temperatura, la lluvia, la disponibilidad de alimentos, asi
como la densidad poblacional, o los estimulos socio-sexuales. La informacion sobre los
cambios ambientales se transmite a través del SNC y modifica las funciones hipotalamicas
e hipofisarias produciendo respuestas endocrinas determinadas o especificas (Bronson,
1988; Forsberg, 2002).

La variacion anual de las horas de luz en el dia, influye en la estacionalidad reproductiva de
varias especies de mamiferos, tanto en zonas polares como en zonas templadas. La glandula
pineal — un pequefio cuerpo situado en el cerebro de la mayoria de los vertebrados - es la
responsable de procesar la informacion relativa al fotoperiodo (Arendt, 1986; Forsberg,
2002). Su funcion es la de mediar la respuesta a la luz y la oscuridad ambiental, y en
algunas especies actia como reloj bioldgico para sincronizar los ciclos circadianos (Arendt,
1986; Forsberg, 2002).



Buena parte de los organismos superiores presentan reproduccion estacional como
respuesta evolutiva a las variaciones climéticas y a la disponibilidad de alimentos. La
seleccion natural ha influido para que en muchas especies la reproduccion se sincronice de
tal forma que las pariciones se concentren en el momento mas ventajoso del afio. La
existencia de la “estacion reproductiva” confiere la posibilidad de que la mayor cantidad de
partos se concentre en la primavera, siendo esta la estacion mas favorable para la madre y
su cria por las ventajas en la alimentacion y el clima, facilitando una mejor condicién para
sobrellevar la lactacion (Arendt, 1986; Forsberg 2002). Para que la mayor parte de las
pariciones de produzcan en la primavera las especies han generado diferentes estrategias
reproductivas. Especies como el zorro (Lycalopex gymnocercus) son sexualmente inactivas
durante gran parte del afio pero presentan cortos periodos de gestacion de tal forma que las
pariciones se concentran en la primavera. Especies como la oveja, se reproducen durante el
verano Y el otofio y tienen periodos de gestacion mas largos que las anteriores, de forma
que la mayor cantidad de pariciones se produce en la primavera siguiente (Bronson 1988;
Jainudeen, 1992; Forsberg, 2002).

Dado que los cambios estacionales en la duracion del dia alteran la funcion gonadal, la
informacidn debe pasar por el eje hipotalamo-hipé6fiso-gonadal. La informacion luminica es
transmitida desde las células de la retina del ojo, via los nervios Opticos al nucleo
supraquiasmatico, localizado en el hipotalamo anterior. La informacion que sale del nacleo
supraquiasmatico, particularmente la referida a la medicion del tiempo de fotoperiodo, es
transmitido via el ntcleo paraventricular y el ganglio cervical superior a la glandula pineal.
La sefial liberada por la glandula pineal en respuesta al fotoperiodo es endécrina, a traves
de la secrecién de la hormona melatonina, la que regula la actividad hipotalamo-hipéfiso-
gonadal (Ortavant et al., 1985).

Las ovejas, como otras especies presentan una estacion reproductiva de “dia corto”. Por lo
tanto en la época del afio en que las horas de luz al dia disminuyen, la especie manifiesta
actividad ciclica, con una duracién promedio de 17 dias en cada ciclo. Existe otro periodo
del afio en que no ciclan, no manifiestan celo ni ovulan, conocido como “anestro
estacional” (Jainudeen, 1992). Es importante sefialar que el grado en que se correlacionan
la actividad e inactividad reproductiva con los estimulos del fotoperiodo varia entre
especies (Goodman, 2006).

El comienzo de la actividad reproductiva se caracteriza por un incremento en la frecuencia
de pulsos de la hormona luteinizante (LH) secretada por la hipofisis. La concentracion de la
hormona foliculo estimulante (FSH) en sangre, que es secretada en forma pulsatil, también
se incrementa en este momento. Los niveles elevados de gonadotrofinas tienen dos efectos
principales: inician la maduracion de las celulas germinales y estimulan la produccion
esteroidea de las gonadas. Cuando se aproxima la estacion reproductiva el eje
hipotaldmico-hipofisario comienza a hacerse menos sensible a la inhibicion de los
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esteroides. Esto aumenta la tasa de descarga del generador de pulsos de GnRH (ver
revision: Forsberg, 2002).

La duracion de la estacidn reproductiva varia segun las diferentes razas y también depende
de factores como la localizacion geogréfica, latitud en que se haya desarrollado,
condiciones climéticas y estado nutricional (Forsberg, 2002). No obstante la oveja posee la
capacidad reproductiva de presentar ciclos estrales durante todo el afio si se le somete a
condiciones ambientales artificialmente controladas como el control mediante luz artificial.
El determinante para la estacion reproductiva de esta especie es el cambio en la cantidad
diaria de horas luz (ver revision: Ungerfeld, 2001).

1.2.2. Ciclo estral

El ciclo estral de los ovinos resulta de la interaccion coordinada de diversas estructuras:
hipotalamo, hipdfisis, ovarios y Gtero. Por lo tanto, para comprender el control de este ciclo
se debe analizar la comunicacion entre estos tejidos. Esta ocurre gracias a la accion de
hormonas: GnRH del hipotalamo, LH y FSH de la hipofisis, estradiol, inhibina y
progesterona del ovario, y prostaglandina F2a (PGF2a) del utero y del cuerpo luteo
(Ungerfeld, 2002; Goodman, 2006). El hipotdlamo es el centro donde se integra y procesa
la informacion tanto procedente del SNC (sistema de neurotransmisores y peptidos opioides
enddgenos), como del exterior (luz, estimulos olfatorios, etc) y del ovario (hormonas
ovaricas). El resultado de esta integracion es la regulaciéon de la secrecion de la GnRH
(Goodman, 2006).

La GnRH es sintetizada en nlcleos de neuronas localizadas en dos zonas del hipotalamo:
region pre-Optica anterior (nucleo pre-éptico y supraquiasmatico) y la regidon arcuata
(nucleo arqueado y ventromedial). Desde estas zonas la GnRH pasa via axones terminales a
la eminencia media del hipotalamo, para posteriormente pasar a la circulacion porta y ser
liberada en la adenohipofisis. La GnRH se une a los receptores de las células gonadotropas
hipofisarias regulando la secrecion de gonadotrofinas (Goodman, 2006).

El ciclo estral comprende dos fases: la fase luteal, que se extiende desde el dia 2-3 (celo=
dia 0) del ciclo, hasta alrededor del dia 13; y la fase folicular que se extiende desde la
lutedlisis (regresion del cuerpo luteo) que se produce el dia 13 hasta el dia 2 (Ungerfeld,
2002).

Durante el estro se observa el comportamiento de cortejo, el que es cominmente seguido de
la monta y cdpula, con la ocurrencia de varias copulas durante un mismo periodo de estro.
En general el estro de la oveja dura 24 - 36 h, aunque en razas con altas tasas de
ovulaciones puede ser hasta 50% mas prolongado (Goodman, 2006). La duracién del estro
es influenciada también por la presencia y actividad sexual de los carneros, reportandose
diferencias en el largo del mismo por exposicion continua o intermitente a los mismos
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(Jainudeen, 1992; Goodman, 2006). La ovulacion se produce 24 a 30 h después del
comienzo de la conducta de estro. Debido a esto, el inicio del estro se utiliza normalmente
como marcador pautando los acontecimientos del ciclo estral, y por convencion, el primer
dia del estro ha sido designado como dia 0 del ciclo estral (Goodman, 2006).

1.2.3. Control de la conducta de estro

En los ovinos, en condiciones fisioldgicas tanto la progesterona como el estradiol son
necesarios para la induccién dela conducta de estro. El tratamiento Unicamente con
estradiol puede producir el estro, pero en ausencia de progesterona previa al tratamiento no
se presenta estro, se necesita un_incremento a dosis muy altas de ésta para que se presente
normalmente el estro (Goodman, 2006). La progesterona antes del tratamiento aumenta la
sensibilidad a los estrogenos y la intensidad del comportamiento de celo. Esta accién de la
progesterona es favorecida por un tratamiento concomitante con estrogenos y generalmente
requiere una prolongada exposicion (al menos 6 dias), aunque los tratamientos que se
limitan a cinco dias son igualmente eficaces en las ovejas en anestro (Robinson, 1967;
Ungerfeld, 2002; Goodman, 2006). El estradiol es también esencial para el comportamiento
sexual: concentraciones de estradiol de 3 pg/mL son suficientes para inducir el estro
(Goodman, 2006). Concentraciones de estradiol mayores disminuyen la latencia al estro, al
tiempo que aumenta la actividad de busqueda de los carneros a las ovejas. Tanto la alta
concentracion de progesterona antes del aumento del estradiol como la secrecion
méaxima del mismo, son necesarios para la sincronizacion del estro con el pico de LH pre-
ovulatorio. La progesterona disminuye la latencia al estro, pero aumenta la del pico de LH,
ocurriendo en medio del aumento de estradiol preovulatorio, completando la sincronizacion
(Goodman, 2006). Por altimo, el descenso de la concentracion de estradiol en el momento
del pico de LH esimportante para la culminacion del estro, porque al prolongar el
tratamiento con estrogenos se duplica la duracion. La relacion temporal entre la
progesterona y estradiol durante el ciclo estral es fundamental parael inicio del estro
(Goodman, 2006). En contraste con los efectos positivos del pre-tratamiento con
progesterona, cuando la progesterona es administrada simultineamente con
estrégenos bloguea el comportamiento del estro. El tratamiento con estrégenos es altamente
efectivo si se administra 1-2 dias después del cese de la exposicién a la progesterona, pero
su potencia disminuye gradualmente con el tiempo despuésdel tratamiento con
progesterona. Por lo tanto, el patron ideal de esteroides para la induccion del estro en la
oveja es un periodo prolongado de progesterona elevada seguido por una caida de la
progesterona y el aumento de estradiol por los proximos 1-2 dias. Un patron muy similar se
observa durante la fase folicular de la especie ovina (Jainudeen, 1992; Goodman, 2006).

La primera ovulacion de la estacion reproductiva no se acompafia de la conducta de estro
debido a la falta de la previa accion de la progesterona. Al final de la misma, el estro no se



produce después de la ultima lutedlisis dado que las concentraciones de estradiol no
aumentan (Goodman, 2006).

1.2.4. Interés en la regulacion del ciclo estral

Existe una serie de técnicas y tecnologias asociadas al manejo reproductivo que ayudan a
mejorar la produccion ovina. Una opcion de manejo es sincronizacion de celos, siendo
comdnmente utilizadas esponjas intravaginales con progestagenos por periodos cortos
asociados a gonadotofina corionica equina (eCG) para la induccion de celo. La
sincronizacién e induccion de celos es parte de este paquete tecnoldgico de alternativas
para incrementar el desempefio reproductivo y con ello la produccion de carne (Rubianes et
al., 2002).

En Uruguay existe una marcada estacionalidad de la produccién ovina, con encarneradas
largas centradas en el otofio y pariciones distribuidas a lo largo de dos meses. La
implementacién de tecnologias que permiten manejar concentraciones de servicios y
regular la época de encarnerada, ofrece beneficios productivos y oportunidades de acceso a
otros mercados. La mayor concentracion de las pariciones facilita las tareas de control en el
momento de los partos y uniformiza la edad de los corderos, favoreciendo el manejo de los
mismos, asi como la homogeneidad de los grupos de animales (Bonino, 2003).

Por otra parte la produccion de corderos fuera de la época tradicional de partos ofrece la
oportunidad de ofertar al mercado corderos todo el afio, y acceder a mejores precios en
épocas de escasez de los mismos. Asimismo y no de menor importancia, permite acortar
periodos entre el parto y la concepcion, pudiendo obtenerse un aumento del nimero de
partos por animal a lo largo de su vida. Por todo lo anterior, son técnicas muy atractivas
para el manejo de planteles en cabafas, ya que permiten manejar y concentrar la época de
pariciones, determinando fechas de partos y optimizando su edad para llevarlos a
presentacion en exposiciones (Rubianes et al., 2002).

1.2.5. Atractividad sexual

El estro es el momento en que la hembra es receptiva a la monta por parte del macho. Para
que esto ocurra es necesario una interaccion y cambios en los niveles de algunas hormonas
esteroideas: deben disminuir las concentraciones de progesterona (final de fase luteal), y
aumentar las de estrogenos. Como ya se explicd, en la oveja no se produce la manifestacion
de estro sin el impacto previo de concentraciones altas de progesterona. La unica forma de
lograr un comportamiento de estro sin el “priming” de progesterona, es administrando dosis
muy elevadas de estrogenos, fuera de los rangos que se presentan fisiolégicamente
(Ungerfeld, 2002). A su vez, dosis muy elevadas de E2 producen efectos inhibitorios del
crecimiento folicular (Ungerfeld et al., 2004).



El concepto de “comportamiento sexual femenino” incluye tres comportamientos distintos:
receptividad, atractividad y proceptividad (Beach, 1976). De acuerdo a este autor, la
aceptacion de la monta por parte del macho es la receptividad; la proceptividad se define
como el comportamiento sexual activo por parte de la hembra; y la atractividad es
consecuencia de factores que hacen diferente a una hembra de otra, generando mayor o
menor atraccion a los machos. Sin embargo, existe escasa informacion sobre las vias de
comunicacion que determinan la atractividad en la oveja.

Existen sefiales olfatorias que son liberadas al ambiente por parte de un individuo, que
generan una reaccion y estimulan cambios fisioldgicos de otros individuos de la misma
especie. En carneros, se ha establecido que la lana y la suarda de la misma, tienen un
importante papel como fuente de estas sefiales. En este sentido se ha demostrado que las
ovejas con lana de varios meses tienen una mayor atractividad comparado a ovejas recién
esquiladas (Tilbrook y Cameron, 1989). Los altos niveles de acumulacion de las sefiales
quimicas en vellones largos probablemente esté relacionada con una mayor atractividad
(Ungerfeld, 2002). Asimismo también se sugiere una mayor atractividad por parte de ovejas
adultas frente a ovejas jovenes (Ungerfeld, 2002).

En ovejas, el mucus vaginal y la orina han sido reportados como una fuente importante de
sefiales quimicas (Blissitt et al., 1990; Véazquez & Orihuela, 2001; Ungerfeld y Silva,
2005). El medio vaginal podria regular o influir en las caracteristicas de las sustancias
secretadas en el mismo y en la tasa de liberacion de las mismas. En ratas, Merkx et al.
(1988) observaron que los machos prefieren hembras en celo con la flora vaginal intacta
que aquellas que recibieron un tratamiento antibiotico local que elimina dicha flora .
Trabajos posteriores en ovinos demostraron que la alteracion de la flora vaginal normal
mediante tratamientos locales con antibi6ticos también afecta la atractividad. Ungerfeld y
Silva (2005) compararon la atractividad sexual de ovejas en celo con flora vaginal normal o
tras una drastica disminucién de la misma por tratamientos locales con antibiéticos, y
reportaron que los carneros seleccionan preferentemente a las primeras. Esto puede ser por
un efecto directo de la flora vaginal, o del rol de la misma en la regulacién del medio
vaginal normal (Ungerfeld y Silva, 2005). De acuerdo a nuestro conocimiento no existe
mas informacidn publicada sobre la relacion entre la flora vaginal y la atractividad, u otros
aspectos del comportamiento sexual en la oveja.

1.3. Sincronizacién de estro

Ya en el afio 1948 Dutt y Casida demostraron que administraciones intramusculares diarias
de 10 mg de progesterona bloquean la ovulacion y la manifestacion de celo en las ovejas
(citado por: Robinson, 1967). La ovulacion, cominmente acompafada de celo, se presenta



entre 2 y 4 dias luego de finalizado el tratamiento. Posteriormente Wintenberger (1952)
reportd que si el tratamiento de progesterona se acompafia por una administracion de
gonadotrofina induce la ovulacion en hembras en anestro, presentando ademas
comportamiento de celo. Si no se realiza el mencionado pre-tratamiento con progesterona,
se produce la ovulacion pero sin manifestacion de celo (Robinson, 1967). Por tanto, se
establece como premisa que el celo se presenta solo después de un periodo de influencia de
progesterona y Unicamente cuando la concentracion de la misma disminuyd a
concentraciones basales (Robinson, 1967). De igual forma se observd que las
formulaciones de progesterona de larga accion inyectables son muy efectivas en bloquear la
manifestacion de celo, pero afectan negativamente la fertilidad (Robinson, 1967). En
sintesis, para que las sustancias con efecto similar a la progesterona sean efectivas, deben
ser potentes, de accién corta, con una completa y rapida eliminacién del organismo. Por lo
tanto las formas de larga accion de progesterona tienen poco valor de uso (tomando como
referencia la vida media de progesterona = 4 h).

En funcion de los avances que se habian registrado en lo referido a la fisiologia del ciclo
estral, se buscé desarrollar técnicas efectivas de sincronizacion del ciclo estral utilizando un
“cuerpo luteo artificial”, que pueda ser activado y suprimido de acuerdo a la necesidad. Es
por ello que se comenzO a trabajar con esponjas de poliuretano impregnadas con
progesterona, progestagenos o analogos activos, tanto en forma de aplicacion subcutanea
como en forma de dispositivos intravaginales. Estas nuevas formas de administracion de
progesterona demostraron ser muy efectivas en bloquear el estro y en sincronizar la
ovulacion. Luego de retirar los dispositivos se liberan los mecanismos fisiologicos que
estaban frenados (Robinson, 1967). La duracion de los tratamientos utilizados
tradicionalmente es de 12 — 13 dias simulando una fase luteal, buscando reproducir o imitar
la endocrinologia del ciclo estral. Es por ello que se combina la accion de progesterona
(fase luteal artificial) y el uso de gonadotrofinas (Ungerfeld, 2002).

Existen diferentes hormonas que se utilizan en los tratamientos de sincronizacion e
induccion de celos:

Progestinas:

Progesterona: que es igual a la que produce el animal en forma enddgena. Su vida media
en sangre es corta en el orden de pocos minutos y se metaboliza rapidamente
(4 h). Puede ser inyectada, o administrada a traves de implantes subcutaneos o
dispositivos de liberacion lenta intravaginal (Scott-Moncrieff et al., 1990).

Acetato de medroxiprogesterona (MAP): es un progestageno sintético, que se utiliza
comunmente impregnado en esponjas intravaginales. Se sugiere que su
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potencia es 10 a 20 veces mayor que la de la progesterona, y su vida media es
bastante més prolongada (24-30 h) (Ungerfeld, 2001).

Acetato de fluorogestona (FGA): es también un progestageno potente, y que permanece
mas tiempo en sangre que la MAP (Ungerfeld, 2001).

Dentro de las gonadotrofinas, la gonadotrofina corionica equina (eCG) es la mas utilizada.
En la oveja posee tanto efecto FSH como LH (Ungerfeld, 2001).

1.3.1. Acetato de Medroxiprogesterona

El MAP, que quimicamente corresponde a la methylacetoxyprogesterona, también
conocido como metilpregnone, es un polvo cristalino blanco, practicamente insoluble en
agua, muy soluble en solventes organicos como el cloruro de metileno, acetona 6 etanol
(British Pharmacopoeia, 2007). La solucion en dioxano tiene una presentacion dextrégira
(Moffat et al., 1986). Su determinacion analitica se realiza por espectrofotometria ultra
violeta a 241 nm de longitud de onda en etanol absoluto (Moffat et al., 1986). Asimismo se
puede cuantificar esta molécula en fluidos corporales y plasma a través de cromatografia de
gas, espectrometria de masa y cromatografia liquida de alta presién (Moffat et al., 1986).

1.3.2. Regulacion esteroidea de la flora vaginal

En ratas, tanto los estrogenos enddgenos como los administrados por via exdgena tienen un
papel preponderante en la dindmica de la flora vaginal (Larsen, 1977). En estos roedores
ovariectomizados se ha constatado que la progesterona administrada conjuntamente con
17B-estradiol limita el aumento de la flora bacteriana, a diferencia de cuando se administra
solamente el estradiol. La administracion de progesterona sola por su parte, no afecta el
conteo de la flora. Ratas ovariectomizadas sin tratamiento alguno muestran una estabilidad
en su flora bacteriana vaginal, que suele estar presente en baja cantidad a lo largo del
tiempo (Larsen, 1977).

Singh et al. (1996) demostraron que la variacion normal que presentan las ratas en su flora
bacteriana a lo largo del ciclo estral no se presenta en hembras con ovarios poliquisticos y
estro permanente, animales que estdn en predominio estrogénico prolongado. La
administracion de gonadotrofina coriénica humana (hCG) indujo la ovulacion con el
descenso de las concentraciones de estrdgeno y aumento de las de progesterona en sangre.
Esto ademas incidié en la afluencia de leucocitos en la vagina y una significativa
disminucion de la relacion bacterias anaerobias/bacterias aerobias en la flora. Otros autores
han determinado que la progesterona tiene un efecto inmunodepresor en bovinos, ovinos y
suinos, lo que podria explicar parcialmente el aumento de la cantidad de bacterias en la
flora vaginal en hembras tratadas con esta hormona (Lewis, 2003).

1.3.3. Problemas asociados al uso de implantes intravaginales
11



La utilizacién de dispositivos intravaginales para la induccién de celo en ovejas trae
aparejado la ocurrencia de vaginitis, con corrimientos purulentos_y hemorréagicos
(Scudamore, 1988; Suéarez et al., 2006; Manes et al., 2010). En ovinos se ha observado un
Importante aumento cualitativo y cuantitativo en la flora vaginal en el momento de retiro
del dispositivo (Ahern, 1976; Moorthy & Singh, 1982; Amin, 1996; Suérez et al.; 2006;
Manes et al., 2010). Sin embargo a partir del momento del retiro de los dispositivos se ha
observado un descenso drastico de la cantidad, retornando al dia del estro a niveles
similares a los observados antes de la introduccion de la esponja, y similares a los
observados en estros naturales (Suarez et al., 2006; Ysilmen et al., 2008; Manes, 2010). La
presencia de un fluido vaginal anormal se ha correlacionado con el aumento de la
incidencia de dvulos no fertilizados en ovejas superovuladas, con problemas en el
desarrollo de los embriones y bajas tasas de prefiez en embriones trasplantados
(Scudamore, 1988). Aungue la informacion sobre la generacion de la vaginitis en la
bibliografia internacional es escasa, recientemente Yasilmen et al. (2008) han confirmado
los resultados obtenidos por los anteriores investigadores referido al aumento cualitativo y
cuantitativo de la flora vaginal, y al retorno de la misma a valores similares a los normales
el dia del estro (Suarez et al., 2006; Manes et al., 2010).

Por otro lado, otros autores descartaron que la presencia de la esponja en si misma cause
problemas reproductivos, como ser la integridad de los espermatozoides (Hawk, 1972). Se
ha observado que el uso de esponjas con MAP aumenta el porcentaje de espermatozoides
rotos, aunque de acuerdo a Manes et al. (2010) este efecto no parece estar ligado a la
presencia de la esponja en si misma. Estas respuestas en el tracto vaginal no son tan
intensas cuando se utilizan dispositivos siliconados que no absorben el flujo secretado
(Ungerfeld, 2001; observaciones no publicadas), aunque otros investigadores reportaron
que la respuesta local fue indistinta de la composicion del dispositivo intravaginal (Manes
etal., 2010).

Dado que la progesterona tiene un efecto inmunodepresor (Lewis, 2003; Sheldom et al.,
2006), la vaginitis generada podria contribuir a la evolucion de la contaminacion de Utero o
vagina, y a infecciones propiamente dichas (Lewis, 2003; Sheldom et al., 2006). Por tanto
la vaginitis generada podria ser consecuencia de la esponja en si misma como cuerpo
extrafio dentro de la vagina, con su consecuente absorcion y retencion de fluido, sumado al
efecto local de inmunosupresion de la hormona en si misma. Los cambios en la flora
vaginal podrian estar o no vinculados con variaciones en el numero de bacterias patégenas,
pero dado que los mismos afectan el medio vaginal y su flora normal, esto podria afectar el
resultado reproductivo [ratas: Merkx (1988); ovinos: Ungerfeld & Silva (2005)].

1.3.4. Vaginitis
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Suéarez et al. (2006) determinaron que la presencia de esponjas en la vagina genera una
reaccion inflamatoria que aumenta la secrecion local de mucus, con el concomitante
aumento de la flora bacteriana. A su vez, reportaron que ya desde el dia 5 luego de la
introduccién de las esponjas se registra el maximo volumen del flujo vaginal y la mayor
cantidad en los recuentos bacterianos. Ademas se establecid que este hecho sucedia tanto en
tratamientos cortos o largos (5, 9, y 13 dias). No obstante, también se observé que existe
una disminucion drastica de los conteos bacterianos a partir del momento del retiro de los
dispositivos vaginales, llegando a niveles normales al momento del celo. Estos niveles son
similares a los obtenidos en controles previos a la introduccion de las esponjas, e
igualmente similares a las hembras en celo sin tratamiento. Estos investigadores,
coincidiendo con lo reportado por Ahern (1976) en ovinos y Singh et al. (1996) en ratas,
encontraron que existe una gran afluencia de leucocitos polimorfonucleares a la vagina.
Incluso se reconocié la presencia de fagocitos ingiriendo espermatozoides, lo que
potencialmente podria afectar la fertilidad en sincronizaciones realizadas con esponjas
intravaginales.

Algunos autores han descrito la composicion de especies de la flora vaginal normal y los
cambios cualitativos en la flora vaginal después de utilizar dispositivos intravaginales de
liberacion de hormona como las esponjas (Moorthy & Singh, 1982; Martins et al., 2009;
Martins et al., 2010; Manes et al., 2010), incluso existen reportes de vaginitis en humanos
por la utilizacion de OB® (Martins, 2010). Todos estos autores coinciden en que las
bacterias coliformes son las mas prevalentes como resultado del gran crecimiento
bacteriano en la vagina. Las cepas aisladas con mayor frecuencia fueron Gram negativas, y
correspondieron a Escherichia coli y Klebsiella spp. En humanos algunos autores han
reportado que los lipopolisacaridos de las bacterias Gram negativas son promotores de
infertilidad y pérdidas de gestacion a través de un desarrollo anormal del embrion y fallas
en la implantacion. Los mismos afirman que una vez que estos mediadores de la
inflamacion aumentan en el tejido materno son muy perjudiciales para el desarrollo normal
de la gestacion (Dub et al., 2004a y b).

Por otra parte, es de interés controlar el aumento de la carga bacteriana vaginal mediante la
utilizacion de un antibiético de amplio espectro, aunque existen muy pocos antecedentes
especificos (Suérez et al. 2006; Yasilmen et al., 2008; Martins et al. 2009). De acuerdo a
los antibiogramas realizados por Suarez et al. (2006), la administracién de oxitetraciclina es
una opcion que podria, potencialmente, controlar o disminuir las vaginitis generadas por las
esponjas. Por su parte Martins et al. (2009) incluyen a la ciprofloxacina y a trimetroprim-
sulfametazole como antibidticos efectivos en el control de la vaginitis provocada por el uso
de esponjas intravaginales.

De acuerdo a la bibliografia que se refiere a la antibidtico terapia en infecciones del aparato
reproductor de hembras bovinas (Gustafsson, 1989), para que un tratamiento sea efectivo es
13



esencial que una cantidad importante de la droga alcance y se mantenga en el sitio de la
infeccion durante un lapso adecuado. En bovinos, las patologias inflamatorias-infecciosas
como la vaginitis resultan en una menor capacidad de absorcién del epitelio mucoso. Una
mala absorcion da lugar a altas concentraciones de antibi6tico en la cavidad del érgano,
pero no se logran buenas concentraciones en los tejidos de la submucosa (Gustafsson,
1989). Por otra parte, una infeccibn moderada o severa del aparato reproductor distal
raramente esta localizada solo en la capa superior del epitelio vaginal y por lo tanto se
deberia considerar como estrategia terapéutica el tratamiento sistémico. Sin embargo,
antibioticos en crema o gel en forma intravaginal local son los tratamientos preferidos para
las vaginitis en humanos por su efectividad (Joesoef, 1999; Shalev, 2002).
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2. Hipotesis

1- Primera hipdtesis: la esponja en si misma como dispositivo genera el mayor efecto
relativo del aumento de la carga bacteriana.

2- Segunda hipotesis: los tratamientos con antibidticos permiten controlar o disminuir el
aumento de la carga bacteriana generados por el uso de esponjas intravaginales.

3- Tercera hipotesis: los celos sincronizados con tratamientos con esponjas tienen menor
atractividad que los celos que se presentan espontaneamente.

4- Cuarta hipotesis: el uso de antibidtico terapia asociada a los dispositivos intravaginales
afecta la disminucidn de atractividad de los celos sincronizados.
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3. Objetivos Generales

Determinar los efectos del uso de dispositivos intravaginales de sincronizacion de celo
(esponja) sobre la flora bacteriana vaginal en ovinos y desarrollar posibles alternativas para
el control de dichas alteraciones.

Determinar las posibles alteraciones del comportamiento sexual causadas por el uso de
esponjas intravaginales en ovejas.

3.2. Objetivos Especificos

Determinar si la carga bacteriana vaginal generada por el uso de esponjas intravaginales
que contienen MAP en ovejas es mayor que aquella generada en animales en que se utilizan
esponjas placebo.

Determinar las cargas bacterianas generadas por el uso de esponjas intravaginales
conteniendo MAP con o sin adicién de oxitetraciclina, ya sea por via parenteral o local.

El objetivo del Experimento 3 fue determinar si el uso de esponjas intravaginales
conteniendo MAP disminuye la atractividad de las ovejas en celo.

Una vez determinada la disminucion de la atractividad, en el Experimento 4 se planted
como objetivo determinar si la disminucion de la atractividad puede ser parcialmente
afectada por la implementacion de un tratamiento local con oxitetraciclina.
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4. Experimentos 1y 2

4.1. Introduccion

Esponjas intravaginales impregnadas con progestagenos han sido usualmente utilizadas
para la sincronizacion de estros en ovejas y cabras. Sin embargo al retiro de los dispositivos
intravaginales existe en algunos casos una descarga hemorragica, putrida y purulenta
(Scudamore, 1988; Amin, 1996; Suarez et al., 2006). La vaginitis causada por la esponja
actuando como cuerpo extrafio en vagina ha sido reportada por varios investigadores
(Scudamore, 1988; Suarez et al. 2006); asimismo existen antecedentes de un efecto
inmunodepresor de la progesterona en bovinos, el que podria contribuir a la vaginitis e
incremento de la flora vaginal (Sheldom et al., 2006). De acuerdo con nuestro conocimiento
no se ha estudiado la contribucion de la esponja y del contenido hormonal en si mismo, en
la generacion de la vaginitis.

Algunos laboratorios productores de esponjas, recomiendan la utilizacion de antibidticos de
amplio espectro para reducir las vaginitis. Estudios comparativos de diferentes antibidticos
in vitro determinaron que la oxitetraciclina tiene una gran efectividad en los antibiogramas
realizados y seria un antibiotico de eleccion para el control de las vaginitis (Suérez et al.,
2006). Existen por otro lado estudios que determinan la importancia de la concentracion de
antibidtico en el tracto reproductivo y la duracién de esta concentracién para controlar las
infecciones, que cuestionan las diferentes vias de administracion de dicho antibi6tico dado
que el epitelio local veria afectada su capacidad de absorcién (Gustafsson, 1989).
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4.2. Objetivos Especificos

Determinar si la carga bacteriana vaginal generada por el uso de esponjas intravaginales

que contienen MAP en ovejas es mayor que aquella generada en animales que utilizan
esponjas placebo.

Determinar las cargas bacterianas generadas por el uso de esponjas intravaginales
conteniendo MAP con o sin adicidn de oxitetraciclina, ya sea por via parenteral o local.
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4.3. Materiales y Métodos

4.3.1. Animales y metodologia

Se realizaron 2 experimentos en el Campo Experimental N° 1 Migues, Canelones
(34722°°S, 55”36°°0). Los trabajos de laboratorio se realizaron en el Departamento de
Microbiologia del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable. En ambos
experimentos se utilizaron ovejas nuliparas Corriedale X Milchschaff (37,9 + 0,7 kg,
media + EE). Durante el periodo experimental los animales se mantuvieron pastando sobre
campo natural. Ambos experimentos se realizaron durante el anestro estacional, entre
octubre y noviembre para evitar la influencia del momento del ciclo estral sobre la flora
vaginal.

4.3.2. Experimento 1

Se utilizaron dos grupos de ovejas a las que se les coloco esponjas intravaginales con MAP
(n=11; 50 mg AP, Sincrovin, Lab. Santa Elena, Montevideo, Uruguay) o sin MAP (n=10),
por un periodo de 14 dias. Se tomaron muestras de mucus vaginal en el momento de la
colocacion y del retiro de las esponjas, y durante los 3 dias siguientes.

Las esponjas placebo fueron los mismos dispositivos comerciales a los que se eliminé el
MAP utilizando etanol (95°). EI mismo se colocé en un embudo y con la ayuda de una
varilla de vidrio se lavd cada esponja con 95 mL de etanol absoluto, y se secaron en estufa
por 4 h. Para la verificacion de que la esponja comercial finalizaba el proceso libre de MAP
se realiz6 una segunda ronda de lavados y determinaciones analiticas, poniendo
nuevamente cada esponja en un embudo y realizando el lavado anteriormente descripto. La
muestra obtenida como resultado del lavado se enrazé con 100 mL de etanol absoluto y se
tomd una muestra de 1 mL. En 20 esponjas se determiné la cantidad de MAP luego de los
lavados, para las esponjas del experimento y contra-controles ciegos. Esta muestra se
diluy6 en una relaciéon 1/50 con etanol puro. La cuantificacion se realizd por la
determinacion de la absorbancia a 241 nm de la solucién control. Las muestras libres de
MAP no presentaron ni picos ni valles comparado con los estandares de absorbancia de la
droga, y lo Unico que se graficé fueron impurezas. En tanto las esponjas que contenian
MAP presentaron un patron de picos de absorbancia media de 0,931 A. Realizando el
célculo de concentracion en mg/ml y utilizando la absorbansia estandar del MAP A;* = 426
A se determin0 una concentracion media de las esponjas de 54,6 mg.

4.3.3. Experimento 2

Se utilizaron tres grupos de 12 ovejas a las que se les coloco esponjas comerciales con
MAP por un periodo de 14 dias. Mientras que las ovejas de uno de los grupos no recibieron
ningun otro tratamiento, los animales de los otros dos recibieron tratamiento con
oxitetraciclina al 20% (Oxilen, Lab. Vetanco, Buenos Aires, Argentina) por via parenteral
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(20 mg/kg) o local (0,02 mg en 0,1 mL inyectado en cada esponja). Al momento del retiro
de las esponjas todas las ovejas recibieron 300 Ul eCG im (Novormoén, Syntex, Buenos
Aires, Argentina). Se obtuvieron muestras de mucus vaginal los dias de la colocacion y
retiro de las esponjas, y diariamente hasta el celo o hasta 3 dias luego del retiro. El celo se
determiné dos veces por dia con la utilizacion de carneros por un lapso de 60 minutos cada
vez, a los que no se les permitio la monta completa evitando penetracidn o eyaculacion.

4.3.4. Coleccion de las muestras y determinacion bacterioldgica

Las muestras de mucus vaginal se colectaron directamente de la vagina utilizando hisopos
estériles, por contacto directo durante 3 segundos, sin tocar las paredes vaginales. Para
realizar el recuento total de la flora vaginal, los hisopos fueron agitados en vortex a
velocidad maxima en 1 mL de solucion tampon salino fosfatada (PBS) estéril, pH 7,4 por
un minuto con el fin de suspender las bacterias. La suspension bacteriana resultante fue
diluida en forma seriada, sembrada en agar sangre e incubada por 48 h a 37°C para luego
determinar la cantidad de Unidades Formadoras de Colonias por mL (UFC/mL).

4.3.5. Andlisis estadistico

La cantidad de UFC/mL fue comparada por ANOVA para mediciones repetidas, luego de
una transformacion logaritmica para normalizar la distribucion de los datos. EI modelo
incluyd los efectos fijos del tratamiento y el tiempo, asi como la interaccion entre ellos.
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4.4. Resultados

La cantidad de bacterias cambié a lo largo del tiempo (P<0,0001), aunque no resultd
afectado por el hecho de que la esponja tuviera o no MAP (P=0,7) (Figura 4). La cantidad
de UFC/mL fue significativamente mayor en el dia del retiro (dia 14) que en el dia En los
dias 16 y 17 (2 y 3 dias desde el retiro respectivamente), las UFC/mL fueron similares a las
vistas en el dia O (previo a la colocacion del dispositivo vaginal).
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Figura 4. Evolucion de la flora vaginal expresado en log Unidades Formadoras de
Colonias/mL (UFC/mL). Grupo de ovejas tratamiento esponjas con MAP (), o esponjas
sin MAP (A). No existio diferencia significativa entre grupos. Letras diferentes muestran
diferencia significativa en el tiempo: P<0,0001. Dia 0 = colocacion de las esponjas; Dia 14
(flecha) = retiro de las esponjas.

En el segundo experimento las UFC/mL fueron afectadas por el tiempo (P<0,0001), el
tratamiento (P<0,004), y existid6 una interaccion entre el tratamiento y el tiempo
(P<0,0001). La flora vaginal fue significativamente mayor al dia 14 (retiro) comparadas en
los dias 0 y 15 (P<0,0001) en todos los grupos y descendio al dia siguiente, siendo a las 48
h y 72 h similar a los valores observados antes de la introduccion de las esponjas
(P<0,0001) (Figura 5). Se observo una menor cantidad de UFC/mL al momento del retiro
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de las esponjas en ovejas tratadas con antibiéticos (P<0,0001). Asimismo, el valor total de
UFC/mL fue menor en el grupo con tratamiento local de antibiético, que con tratamiento
sistémico (P<0,0001). La flora vaginal expresada en UFC/mL al momento del celo fue
similar para todos los tratamientos, e incluso fue similar a aquellos valores observados
previos a la introduccion de las esponjas.

log UFC/mL

0 14 15 16 17
Tiempo (dias post colocacion de esponjas)

Figura 5. Evolucion de la flora vaginal expresado en log Unidades Formadoras de
Colonias/mL (UFC/mL). Ovejas tratadas con esponjas, con oxitetraciclina administrada por
via sistémica (M), local (@), y sin antibiético (A). (***) Diferencia entre tratamientos: P<
0,0001. Dia 0 = introduccion de las esponjas; Dia 14 (flecha)= retiro de las esponjas.
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4.5. Discusion

Se demostré que no hubo diferencias sobre el nimero de bacterias vaginales totales
aerobias cultivables (UFC) con esponjas con o sin MAP en ovejas en anestro. Esto puede
implicar que la presencia de la esponja como cuerpo extrafio en vagina causa por si mismo
el mayor efecto en el aumento de la flora vaginal, o que este aumento no se afecta por la
presencia de MAP en la esponja. Es posible especular tanto que cuando el MAP es
administrado en forma local por las paredes vaginales tal vez no contribuye al aumento de
la carga bacteriana; o que la esponja en si misma, con una absorcion y retencion constante
de las secreciones vaginales sea el causante del mayor crecimiento de la flora vaginal. De
todas formas quedaria por determinar si el MAP en si mismo afecta la respuesta inmune en
una administracion local, como ocurre con otras progestinas (Lewis, 2003).

Ambos tratamientos con antibidticos controlaron parcialmente el aumento de flora
provocado por el uso de esponjas. Por tanto es posible sostener que el tratamiento in vivo
con oxitetraciclina fue efectivo en disminuir el crecimiento bacteriano provocado por el uso
de las esponjas, la administracion local retardé y controlo el crecimiento bacteriano de
mejor forma que el tratamiento sistémico.

En ambos experimentos, las UFC/mL de todos los grupos regresaron a valores iniciales
luego de 24-48 h desde el retiro de las esponjas. Es factible que exista una respuesta
inmune local o mecanismos de defensa no especificos, como movimientos/transito vaginal,
0 descamacion celular, que podria ser la responsable del decrecimiento de la flora
bacteriana después del retiro de las esponjas o hasta el celo. Suarez et al. (2006) observaron
la presencia de un importante nimero de macréfagos luego del retiro de las esponjas,
reflejando una posible respuesta inmune a nivel local. De igual forma, como el nimero de
UFC/mL desciende después que la concentracion de progesterona desciende, la regulacion
hormonal del estro puede estar jugando algin papel en el control natural de la vaginitis
inducida por el tratamiento con esponjas.

Finalmente, se concluyd que el contenido de MAP no contribuyé al aumento de la carga
bacteriana provocada por el tratamiento con esponjas y que el tratamiento local con
antibidtico fue mas efectivo que el tratamiento sistémico para controlar el aumento de la
flora vaginal provocada por la introduccién de las esponjas.
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5. Experimentos 3y 4

5.1. Introduccion

Existen sefiales quimicas que son liberadas al ambiente por parte de un individuo, que
generan una reaccion y estimulan cambios fisioldgicos de otros individuos de la misma
especie. En carneros, se ha establecido que la lana y la suarda de la misma, tienen un
importante papel como fuente de sefiales quimicas (Tilbrook & Cameron 1989).

La atractividad es uno de los componentes del comportamiento de celo, y se considera
como los factores que hacen diferente una hembra de otra, generando mayor o menor
atraccion hacia los machos (Banks, 1964). En ovejas, el mucus vaginal y la orina han sido
reportados como una probable fuente de sefiales quimicas (Blissitt et al., 1990; Vazquez &
Orihuela, 2001; Ungerfeld y Silva, 2005). Ademas, es posible que el medio vaginal influya
en las caracteristicas de estas sefiales quimicas y/o la tasa de liberacién de las mismas
(Ungerfeld y Silva, 2005). Trabajos posteriores demostraron que en ovinos la alteracion de
la flora vaginal normal mediante tratamientos locales con antibi6ticos provoca una
disminucion de la atractividad sexual. En este sentido, Ungerfeld y Silva (2005)
compararon la atractividad sexual de ovejas en celo con flora vaginal normal o tras una
dréstica disminucion de la misma por tratamientos locales con antibidticos, reportando que
este tratamiento hace disminuir la atractividad marcadamente.

Por otra parte, Suarez et al. (2006), y en los Experimentos 1 y 2 de la presente tesis se
determind que la presencia de esponjas en la vagina genera un aumento en la carga
bacteriana que se asocia con un marcado aumento de la carga bacteriana. Asimismo se ha
propuesto la utilizacion de antibiéticos locales como método de control del gran aumento
en el nimero de bacterias en sincronizaciones de celos con esponjas intravaginales (Suarez
et al. 2006; Yasilmen et al., 2008; Martins et al. 2009). En este sentido, en el Experimento 2
se demostro que la administracion local de oxitetraciclina fue el manejo més efectivo de los
ensayados para controlar mejor el aumento de flora vaginal provocada por el uso de las
esponjas.
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5.2. Obijetivos Especificos

El objetivo del Experimento 3 fue determinar si el uso de esponjas intravaginales
conteniendo MAP disminuye la atractividad de las ovejas en celo.

Una vez determinada la disminucion de la atractividad, en el Experimento 4 se planted
como objetivo determinar si la disminucion de la atractividad puede ser afectada por la
implementacidn de un tratamiento local con oxitetraciclina.
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5.3. Materiales y Métodos

5.3.1. Animales y metodologia

Se realizaron 2 experimentos, en ambos se utilizaron ovejas multiparas Corriedale,
Milchschaff y sus cruzas (36,9 + 0,5 kg). Durante el periodo experimental, estacion
reproductiva (febrero) los animales se mantuvieron pastando sobre campo natural.

5.3.2. Experimento 3

Se utilizaron dos grupos de 36 ovejas adjudicadas a dos grupos experimentales. Mientras
que las ovejas de uno de los grupos manifestaron el estro en forma espontanea (n=18), las
restantes manifestaron el celo tras un tratamiento por 14 dias con esponjas intravaginales
comerciales (50 mg MAP, Sincrovin, Santa Elena, Montevideo, Uruguay).

Se compard la atractividad en ovejas con estro comprobado realizando 12 tests con 6
hembras con estro comprobado cada uno (3 de cada grupo) mediante el test de Tilbrook &
Lindsay (1987). El dia del celo se tomaron muestras de mucus vaginal por contacto con un
hisopo estéril a aproximadamente 2 cm de los labios vulvares. Las muestras fueron
procesadas igual que en los experimentos anteriores.

5.3.3. Experimento 4

Se ranqued de la misma forma que en el experimento anterior a 12 repeticiones con 6
ovejas con celos sincronizados con esponjas en estro comprobado. En cada grupo, 3 ovejas
fueron tratadas solamente con esponjas con MAP Yy las otras 3 con esponjas con MAP y el
mismo tratamiento con antibidtico local utilizado en el Experimento 2 (0,02 mg de
oxitetraciclina al 20% por via local inyectada en 0,1 mL) por 14 dias. Se tomaron muestras
de flora vaginal, las que fueron procesadas igual que en los experimentos anteriores.

5.3.4. Test de atractividad

Para determinar la atractividad de las ovejas se utilizo el test descrito por Tilbrook &
Lindsay (1987). En dicho test no interfiere la proceptividad y por lo tanto es una evaluacion
Unicamente de la atractividad. En cada test las ovejas fueron colocadas sueltas en un corral
de 5x5 m con un carnero, y durante 5 min se registro el tiempo que el carnero cortejo a cada
hembra. Una vez determinada la mas cortejada la misma fue retirada (hembra mas
atractiva). El procedimiento se repitié hasta que el carnero ranqueé a las seis hembras. Si en
5 minutos no se establecid la hembra de mayor atractividad se continu6 durante 15 minutos.
El test se repitié con doce carneros que rangquearon a 12 grupos de ovejas, siendo utilizadas
en cada caso 3 ovejas de cada grupo experimental.

26



5.3.5. Andlisis estadistico

La cantidad de UFC/mL fue normalizada (transformacion logaritmica) y comparada por
ANOVA. Los rangos de atractividad fueron comparados con el test de Friedman.
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5.4. Resultados

5.4.1. Experimento 3

La cantidad de UFC/mL fue significativamente mayor en las ovejas en que se usaron
esponjas que en las que no se usaron y presentaron celo espontaneo [(150,6 + 74,8) X 10°
vs (9,2 +4,7) X 10° UFC/mL respectivamente, P=0,03)]. Las hembras con celo espontaneo
fueron maés atractivas que las hembras que habian usado esponja vaginal (2,9 £ 0,3 vs 4,1 +
0,3 media de posicion por atractividad respectivamente) (P<0,002). La cantidad de
animales de cada grupo en cada posicion es presentada en la Tabla 1.

Tabla 1. Posiciones por atractividad asignadas por Test de Tilbrook & Lindsay (1987) entre
grupos de ovejas cuyos estros fueron sincronizados o espontaneos.

Celos Tratamiento
Posicion  espontaneos  con esponjas

1 9 3
2 8 4
3 8 4
4 5 7
) 2 10
6 4 8

5.4.2. Experimento 4

No existieron diferencias significativas en la atractividad de ovejas con esponjas con MAP
y MAP con antibiético (3,5 £ 0,3 vs 3,4 £ 0,3 media de posicion por atractividad
respectivamente). La cantidad de ovejas en cada posicion es presentada en la Tabla 2. La
cantidad de UFC/mL fue significativamente mayor en el grupo que se utilizd Unicamente
esponjas intravaginales que en las que se les traté conjuntamente con antibidtico local [(4,7
+0,6) X 10% vs (3,7 +0,4) X 10® UFC/mL respectivamente P<0,001].
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Tabla 2. Posiciones por atractividad asignadas por Test de Tilbrook & Lindsay (1987) entre
grupos de ovejas cuyos estros fueron sincronizados con esponjas (MAP) con o0 sin
oxitetraciclina local.

Esponja sin  Esponja con

Posicion  \niibigtico  Antibidtico
1 7 S
2 7 5
3 3 10
4 5 !
5 9 4
6 5 5
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5.5. Discusion

El uso de esponjas intravaginales disminuyo la atractividad de las hembras en celo. Esto
podria estar vinculado al aumento de la cantidad de UFC vaginales observado el dia del
celo tras el uso de esponjas intravaginales. Si bien el disefio experimental no permite
determinar qué tipo de alteracion afecto las sefiales quimicas, si se puede inferir que las
mismas se vieron afectadas, o0 que su participacion como componente de la atractividad
varid significativamente. Igualmente, se demostré que otras sefiales vinculadas a la
atractividad de la oveja, no fueron suficientes para revertir el efecto negativo de estos
cambios. La variacién de la flora vaginal y por tanto de las sefiales liberadas a través del
mucus vaginal es de tal magnitud que no se revierte por las demas vias de comunicacion, o
gue las mismas no son tan importantes como las sefiales quimicas liberadas a través de la
vagina en la oveja. Dado que las concentraciones de estrogenos son similares en ovejas con
celos espontaneos y con celos sincronizados con esponjas con MAP (Letelier, 2008) puede
descartarse que la concentracion de esta hormona fuera la que generara la diferencia
observada.

Existié un efecto por la presencia de la esponja como cuerpo extrafio y a pesar de que el
tratamiento con el antibiético determind una disminucién del crecimiento bacteriano,
probablemente los cambios en la ecologia vaginal (Martins, 2009; Manes 2010), lo hicieron
menos atractivo. Posiblemente el efecto de la esponja como generadora de cambios en la
ecologia de la flora vaginal no se revierte por el control del tratamiento local con
antibidticos, aunque si se ve reflejado en la disminucién de la cantidad de UFC. La
determinacion cualitativa de la variacién en la flora vaginal y la manipulacién de la flora
alterada podria explicar algunos de los aspectos de la menor atractividad. Por otro lado, el
efecto del antibidtico sobre la flora vaginal, podria alterar la atractividad, dado que
unicamente tiene efecto sobre el aumento de UFC de los géneros bacterianos sensibles al
antibidtico, causando un sesgo de la flora remanente. Asimismo la presencia del antibiotico
podria influir sobre la menor atractividad dado que de acuerdo con Manes (2010) y Martins
(2010), se altera la ecologia bacteriana vaginal, generando un efecto similar al que tiene la
presencia del corrimiento purulento consecuencia de la vaginitis.

Por lo tanto, se concluyd que las ovejas con celos espontaneos fueron mas atractivas que
hembras que se les sincronizo el celo con esponjas intravaginales, y que no fue posible
revertir la disminucion de la atractividad a partir de la administracién local de
oxitetraciclina.
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6. Discusion general

En todos los experimentos se repitié un patron similar de evolucién de la flora vaginal: un
aumento significativo al momento de retirar los dispositivos y un marcado descenso al dia
siguiente del retiro de la esponja, el que llegd a valores similares a los establecidos previos
a la introduccidn de estas el dia del celo. Aungue queda demostrado que los estrogenos o la
presencia del estro no es el factor de mayor determinacion en el descenso de las UFC, dado
que la disminucion se similar en esponjas sin MAP o con MAP y tratamiento con eCG; los
mecanismos que no dependen de los estrogenos son los suficientemente determinantes para
restablecer los valores de las UFC mas alla de la presencia o no de dichas hormonas. La
marcada caida de los conteos bacterianos 24-48 h luego de retiradas las esponjas se podria
explicar por una regulacion hormonal que acompafia el momento del estro (Larsen et al.,
1977; Singht et al., 1996), dado que la reduccion en UFC se establecid después que la
concentracion de la progestina debi6 estar baja. Esto podria determinar algun tipo de
regulacion enddcrina natural a la vaginitis inducida por la esponja. También podria deberse
a la reanudacion del “clearance” vaginal que se veia interferido por la presencia de la
esponja en vagina. Asimismo, existen registros de una gran presencia de células de la linea
blanca (Suérez et al. 2006) en los tejidos de la vagina, lo que indica que existio una
respuesta inmune local que seria al menos parcialmente capaz de controlar la vaginitis
desde el momento en que se introduce la esponja y luego de retirada la fuente causante de
la misma.

En el primer experimento se determin6 que el aumento del nimero de bacterias a lo largo
del tiempo no es dependiente de la presencia o0 no de MAP en la esponja, y a que el
contenido de MAP no modificé la variacion en la cantidad de bacterias observada. Por
tanto, dicho crecimiento posiblemente sea consecuencia de la esponja en si misma,
actuando como cuerpo extrafio en la vagina, y de existir en este caso, el efecto
inmunodepresor de los progestagenos pueda quedar “enmascarado” por el efecto méximo
generado ya de por si por la esponja. Probablemente la absorcion y retencién de fluidos
vaginales en la esponja determine la vaginitis o interfiera con el “clearance” vaginal normal
de estas secreciones, favoreciendo la multiplicacion bacteriana. En el segundo experimento
se presentd igual patron en la dinamica bacteriana vaginal y se determind que el
crecimiento bacteriano fue menor en animales con tratamiento antibiotico local, aunque al
momento del celo las cantidades eran similares independientemente del uso de antibiotico y
de la via de su administracion. Se demostro que el tratamiento local con antibioticos limita
el aumento en el conteo bacteriano que se observa al momento de retiro de las esponjas.
Aunque ambos tratamientos con antibioticos tuvieron efecto sobre el crecimiento de la flora
vaginal, el tratamiento sistémico no presento igual efectividad, tal vez por no alcanzar una
concentracion Optima en la mucosa vaginal o por no mantener por un periodo de tiempo
minimo efectivo la concentracion terapéutica de la droga en el érgano.
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En el tercer experimento se determind que las hembras con estros sincronizados con
esponjas intravaginales son menos atractivas que las hembras que presentan celo natural.
Esta menor atractividad de las hembras con estro inducido no se pudo revertir con la
utilizacion de antibioticoterapia local (Experimento 4), tratamiento que si fue efectivo para
controlar el aumento de la flora vaginal. Si bien es claro que el efecto del antibiético redujo
el crecimiento de flora vaginal al momento del retiro de las esponjas, existe de todas formas
una alteracion de la ecologia vaginal que podria estar determinando una menor atractividad
hacia los machos. Esto podria deberse a una modificacion de la flora, que no se revierte
solamente a través del tratamiento con antibidtico. Por otra parte, el antibidtico local en si
mismo puede estar alterando la atractividad dado que también afecta en forma notoria la
composicion normal de la flora vaginal la que influye marcadamente en la atractividad de la
hembra.
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7. Conclusiones
A partir de los resultados obtenidos en la presente tesis se concluyé que:

e ¢l contenido de MAP en las esponjas vaginales no contribuyé al aumento de la
carga bacteriana provocada por el tratamiento con los dispositivos.

e el tratamiento con oxitetraciclina controld parcialmente el aumento de la flora
vaginal generado por el uso de las esponjas.

e el tratamiento local con oxitetraciclina fue més efectivo que el tratamiento sistémico
para controlar dicho aumento de la flora vaginal.

e las ovejas con celos espontaneos fueron mas atractivas para los carneros que
aquellas a las que se les sincronizo el celo con esponjas intravaginales.

o la administracién de oxitetraciclina no afecto la disminucion de la atractividad
generada por la esponja.
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Content

Intravaginal sponges (IS) impregnated with progestagens are
widely used for oestrous synchronization in ewes. As progest-
ogens depress the immuno response, the first aim was to
determine whether medroxiprogesterone acetate (MAP) con-
tent affects the vaginal bacteria number (VBN) in IS-treated
anoestrous ewes. The second aim was to compare the
effectiveness of different antibiotic treatments to control the
VBN increase caused by IS. In both experiments, IS were
inserted during 14 days in anoestrous ewes. In the first, 11 ewes
received commercial sponges (50 mg MAP), and 10 ewes
received placebo sponges. For the second experiment, IS were
inserted in three groups (n = 12/group), containing oxytetra-
cycline im (20 mg/kg): injected into the sponge (0.02 mg), or
control (no antibiotic). At sponge withdrawal, all ewes
received 300 UI eCG. Mucous samples were collected from
the vagina before sponge insertion, at sponge withdrawal, 24,
48 and 72 h later, and the VBN (colony-forming units per ml:
CFU/ml) was counted after 48-h incubation. Medroxiproges-
terone content did not affect VBN (log CFU/ml: 4.3 + 0.2 vs
44 + 0.2 with and without MAP, respectively). Bacterial
number increased from 3.5 + 0.2 at sponge insertion to
6.9 + 0.1 at sponge withdrawal (p < 0.0001) and decreased
the following day to 4.3 + 0.2 (p < 0.0001). In the second
experiment, VBN increased at sponge withdrawal (p <
0.0001) in all groups and decreased the following day
(p < 0.0001). The CFU/ml at sponge withdrawal was lower
in ewes treated with antibiotics (p < 0.0001), being even lower
when local rather than systemic antibiotic was administered
(log CFU/ml: 3.3 + 1.8 vs 7.2 + 1.8). The day of oestrous
VBN was similar for all treatments and similar to that
observed before sponge insertion. We concluded that MAP
does not influence the increase in VBN, as the main effect is
provoked by the sponge device itself, and local antibiotic
treatment resulted in a lower bacterial growth than systemic
treatments.

Introduction

Intravaginal sponges impregnated with progestogens are
usually used for oestrous synchronization in sheep and
goats. However, at sponge withdrawal, abnormal haem-
orrhagic and putrid vaginal discharge may be set free
0 (Scudamore 1998; Suarez et al. 2006). In ewes, it has
also been observed an important increase in the vaginal
flora number (Amin 1996; Suarez et al. 2006). However,
after sponge withdrawal, it is observed a drastic decrease
in bacterial count, reaching the day of oestrous quan-
tities similar to those observed before intravaginal
sponge insertion, and similar also to those observed
during natural oestrous (Suarez et al. 2006).
The abundant bacterial growth is mainly because
of an abrupt increase in coliform bacteria being

© 2010 Blackwell Verlag GmbH

Gram-negative E. coli and Klebsiella spp. the most
isolated strains (Martins et al. 2009, 2010). The bacterial
vaginal flora changes might affect the reproductive
results, even if the main selected species are not
pathogenic. In humans, the lipopolysaccharide (LPS)
of Gram-negative bacteria provokes infertility and
pregnancy losses through abnormal embryonic devel-
opment and implantation failure (Deb et al. 2004a,b). In
sheep and rats, it has been demonstrated a direct link
between normal vaginal flora and sexual attractiveness
(Merkx et al. 1988; Ungerfeld and Silva 2005). If vaginal
flora is depleted by the use of antibiotics, ewes are less
attractive for rams, probably because of changes in
vaginal environment and then chemical signals related
to sexual selection (Ungerfeld and Silva 2005).

The vaginitis is caused by the sponge, as a foreign
absorbent body. However, in cattle, sheep and pigs, it
has reported that progesterone has immune depressor
effects (Lewis 2003), which may be partially responsible
of the increase in the bacterial load number (Sheldon
et al. 2006). Therefore, the vaginitis may be consequence
of both the contribution of the sponge to fluid absorp-
tion and retention, and the local immuno-suppression
induced by the hormone itself. However, it has not been
determined the importance of progestins in the vaginitis
provoked by intravaginal sponges.

To avoid these negative effects, some commercial labs
recommend preventing the vaginitis including broad
spectrum antibiotics into the sponge. Suarez et al. (2006)
compared the effectiveness of different antibiotics
in vitro and suggested that oxytetracycline administra-
tion would be the most effective one to control the
bacterial flora increase caused by the sponge. On the
other hand, Gustafsson (1989) reported that infections
of the reproductive tract may be avoided only when
antibiotic is maintained in optimal concentration in the
right place for a minimum length of time. According to
this author, reproductive infections affect the local
epithelium absorption capacity in bovines, determining
low concentrations in the sub-mucosal tissue. Therefore,
Gustafsson (1989) recommended systemic rather than
local treatments for reproductive infections. On the
other hand, local intravaginal antibiotic gel or cream is
the preferred treatment for human vaginitis (Joesoef
1999; Shalev 2002).

Two experiments were performed using anoestrous
ewes to avoid the influence of oestrous cycle period on
the vaginal flora. The objective of the first experiment
was to determine whether medroxyprogesterone acetate
(MAP) impregnated into the intravaginal sponges is
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involved in the vaginitis provoked by its use. The second
experiment aimed to compare the effectiveness of
antibiotic treatments, administered either locally into
the sponges before its insertion or systemically at the
moment of sponge insertion, to control or decrease the
negative effects caused by the intravaginal sponge. Total
aerobic vaginal flora dynamics was determined in ewes
treated with sponges with or without MAP, as it is the
main parameter considered as a central indicator of
vaginal bacterial flora disruption related to the sponges’
insertion, following an approach that we have success-
fully used in a previous study (Suarez et al. 2006).

Materials and Methods
Animals and management

Two experiments were conducted in Campo Experimen-
tal 1 (Facultad de Veterinaria, Uruguay), located in
Canelones, Uruguay (34'22°S, 5536"°W), during the
non-breeding season (October-November). In both.
nuliparous Corriedale X Milchschaff ewes (37.9 +
0.7 kg, mean + SEM) were used. During the experi-
mental period, ewes grazed on native pastures.

Experiment 1

Intravaginal commercial sponges (50 mg of MAP,
Sincrovin, Lab. Santa Elena S.A., Montevideo, Uru-
guay) were inserted for 14 days in 11 ewes. A control
group, (n = 10) received a placebo sponge of the same
characteristics, but without MAP. Mucous samples were
collected at sponge insertion and daily since sponge
withdrawal for 3 days.

Experiment 2

In the second experiment, intravaginal sponges were
inserted during 14 days in 36 Corriedale X Milchschaff
nuliparous ewes. Ewes were adjudicated to three groups
(n = 12 each), receiving oxytetracycline i.m. (20 mg/kg;
Oxilen, Lab. Vetanco, Buenos Aires, Argentina), or
inserted into the sponge (0.02 mg). The third group
remained as a control group without antibiotic. At
sponge withdrawal, all ewes were received 300 UI eCG
im. (Novormon, Syntex, Buenos Aires, Argentina).
Mucous samples were daily collected since withdrawal
until oestrous or 72 h later if during this time they did
not come into oestrous.

Collection of vaginal mucous samples

Mucous samples were collected from the vagina, using
sterile swabs by direct contact, without rubbing against
the vaginal wall immediately before sponge insertion,
and immediately after sponge withdrawal, and 24, 48
and 72 h later. The samples were maintained at 4°C
until the microbiological analyses were carried out.
Total aerobic bacterial were counted as described by
Suarez et al. (2006). Briefly, swabs were vigorously
vortexed in 1 ml sterile phosphate-buffered saline (PBS).
pH 7.4, for 1 min to suspend the bacteria. The resultant
suspension was serially diluted and the bacteria were

counted on Blood Agar Plates and incubated for 48 h at
37°C.

Statistical analysis

The colony-forming units per ml (CFU/ml) were
compared by analysis of variance (ANova) for repeated
measures, after logarithmic transformation to normalize
the distribution of the data.

Results
Experiment 1

Numbers of CFU/ml over time are presented in Fig. 1.
Bacterial number changed on time (p < 0.0001), but
was not affected by the fact that sponges contained
MAP or not (p = 0.7). CFU/ml increased at sponge
withdrawal (p < 0.0001) and decreased the following
day (p < 0.0001), although values similar to those
observed before sponge insertion were reached by the
second and third days after sponge withdrawal.

Experiment 2

CFU/mL number was affected by time (p < 0.0001),
treatment (p = 0.004), and there was an interaction
between treatment and time (p < 0.0001). Vaginal
bacteria account increased at sponge withdrawal
(p < 0.0001) in all groups and decreased the following
day to values similar to those observed before sponge
insertion 48 and 72 h after sponge withdrawal
(p < 0.0001: Fig. 2), returning to basal levels after
24 h collection. The CFU/ml at sponge withdrawal was
lower in ewes treated with antibiotics (p < 0.0001).
However, the total vaginal bacteria were lower when
local rather than systemic antibiotic was administered.
Vaginal bacterial number (p < 0.0001) at the day of
oestrous day was similar for all treatments and similar
to that observed before sponge insertion.

8 -
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Fig. . Vaginal bacterial count expressed as log colony-forming

unit/ml (CFU/ml). Ewes were treated with sponges with ([J) or

without (A) medroxiprogesterone. Day 0 = sponge introduction: Day

14 = sponge withdrawal; Day 15 = 24 h: Day 16 = 48 h; and Day

17 = 72 h. Different letters: p < 0.05
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the natural control of vaginitis induced by sponge
treatments.

Overall, we conclude that the MAP content does not
contribute to the vaginitis provoked by sponge treat-
ments and that local antibiotic treatment is more
effective than systemic treatment to control the bacterial
flora increase provoked by sponge insertion. Although
we did not explore effects on fertility or sexual attrac-
tiveness, the information presented allows us to consider
managements to avoid those negative effects of the use
of intravaginal sponges.

Acknowled t
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Fig. 2. Vaginal bacterial count expressed as log colony-forming
unit/ml (CFU/ml). Ewes were treated with sponges, and systemic
antibiotic (M): local antibiotic (#): or without antibiotic (A). Day
0 = sponge introduction: Day 14 = sponge withdrawal: Day
15 = 24 h; Day 16 = 48 h; and Day 17 = 72 h. *p < 0.0001 for
different treatments

Discussion

We demonstrated that medroxiprogesterone content did
not influence the increase in total aerobic vaginal
bacteria observed when intravaginal sponges are used
for oestrous synchronization in ewes. This may mean
that the presence of a foreign body (sponge) in the
vaginal cavity causes a maximum increase in the
bacterial level, as reported by Suarez et al. (2006), but
also that response is not increased by the effect of MAP
impregnation in the sponge. There are two possible
explanations: MAP itself, when administered locally
through intravaginal sponges may not contribute to the
vaginitis, or the sponge itself, with constant absorption
and retention of the vaginal secretions by the intrava-
ginal sponge, may provoke the maximum bacterial
growth. It remains to be determined whether MAP itself
affects the immune response in local administration, as it
happens with other progestins (Lewis 2003).

The local antibiotic treatment was more effective than
the systemic treatment in decreasing the bacterial
growth. Also, both treatments partially controlled the
flora increase provoked by sponge treatments. Overall,
in vivo oxytetraciclyne treatments were effective in
decreasing the bacterial growth provoked by sponge
treatments, but local administration delayed and con-
trolled better the response than systemic treatments.

In both experiments, CFU/ml from all groups
returned to similar values than those observed before
sponge insertion 24-48 h after sponge withdrawal. It
seems that as a consequence of the accumulation of
mucous provoked physically by the sponge, there is a
local immune response which seems to be the respon-
sible of the bacterial decrease after withdrawal or until
oestrous. Suarez et al. (2006) observed the presence of
an important number of macrophages after sponge
withdrawal, reflecting that response. As the number
decreases after progestagen concentrations decrease,
hormonally regulation of oestrus may be involved in
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