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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue determinar el efecto del uso de una camisa sanitaria
colocada sobre la pipeta de inseminacion previo al ingreso al tracto reproductivo
de la hembra sobre la tasa de prefiez en bovinos. Se realizaron dos experimentos
en hembras Bos taurus de carne y de leche. En el Experimento | se utilizaron
9.217 vacas y vaquillonas Angus y Hereford en 27 repeticiones, y en el
Experimento 1l se utilizaron 1.244 vacas Holstein en 66 repeticiones. Las
hembras recibieron un protocolo de inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) o
se aplicé un esquema de deteccion de celo (IACD), y en cada repeticion al
momento de la inseminacion artificial (IA) fueron asignadas a uno de dos grupos
experimentales para recibir o0 no una camisa plastica sanitaria sobre la canula de
inseminacion. Esta camisa sanitaria cumple la funcién de proteger la pipeta de
inseminacién de la contaminacion externa durante el procedimiento de ingreso
al tracto reproductivo, es decir desde que se arma la pipeta con el semen hasta
que se alcanza la entrada del cuello uterino. La tasa de prefiez se determiné
mediante ultrasonografia entre los 30 y 40 dias después de la inseminacion. El
uso de camisas sanitarias en las vacas de carne incremento la tasa de prefiez
(55,9 %; 2.578/4.613 vs. 53,4 %; 2.458/4.604; para las vacas con o0 sin camisas,
respectivamente; P< 0,01), y mostré una tendencia en vacas de leche (50,2%;
381/759 vs. 46,8%; 589/1259 para vacas con 0 sin camisa, respectivamente; P=
0,09). No se observo ninguna interaccidn entre el uso de camisas sanitarias y las
diferentes variables evaluadas (categoria, inseminadores, establecimientos,
namero de servicios, niumero de lactancias y toro utilizado). En conclusion, los
resultados muestran que la utilizacion de camisas sanitarias para proteger la
pipeta previo a la IA mejora la tasa de prefiez en ganado de carne, alcanzando
una tendencia estadistica en ganado de leche. Considerando estos resultados
obtenidos en condiciones comerciales y a gran escala, sugerimos que podria ser
recomendable el uso de la camisa sanitaria en programas de inseminacion en
bovinos.
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ABSTRACT

This thesis work aimed to determine the effect of the use of a sanitary sheath
placed over the insemination pipette upon entering the reproductive tract of the
female on the pregnancy rate in bovines. Two experiments were conducted on
Bos taurus beef and dairy females. In Experiment I, 9,217 Angus and Hereford
cows and heifers were used in 27 repetitions, and in Experiment Il, 1,244 Holstein
cows were used in 66 repetitions. The females received a protocol of fixed time
artificial insemination (FTAI) or estrous detected artificial insemination (EDAI),
and in each repetition at the time of the artificial insemination (Al) they were
assigned to one of two experimental groups to receive or not a sanitary plastic
sheath on the insemination pipette. This sanitary sheath has the function of
protecting the insemination pipette from external contamination during entry into
the reproductive tract, from the moment the pipette is armed with the semen until
it reaches the cervix. The pregnancy rate was determined by ultrasonography
between 30 and 40 days after insemination. The use of sanitary sheath in beef
cows increased the pregnancy rate (55.9 %; 2,578/4,613 vs. 53.4 %; 2,458/4,604;
for cows with or without sheath, respectively; P < 0.01), and showed a trend in
dairy cows (50.2%; 381/759 vs. 46.8%; 589/1259 for cows with and without
sheath, respectively; P= 0.09). Was not observed interaction between the use of
sanitary sheath and the different variables evaluated (category, inseminators,
farms, number of services, lactation number and bull used). In conclusion, the
results show that the use of sanitary sheath to protect the pipette before to Al
improves the pregnancy rate in beef cattle, with a statistical trend in dairy cattle.
Considering these results obtained under commercial conditions and on a large
scale, we suggest that the use of the sanitary sheath in bovine insemination
programs could be recommended.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Las biotecnologias reproductivas comprenden diversas técnicas que
favorecen la eficiencia reproductiva y el mejoramiento genético de los animales,
contribuyendo de esta forma a mejorar la produccién ganadera. Entre estas
tecnologias, la inseminacion artificial (IA) quizas sea la herramienta mas
empleada a nivel global y posiblemente la que ha generado mayor impacto en la
mejora de los rodeos en todo el mundo, tanto en ganaderia de carne como en
lecheria (Shearer, 2003).

Si bien la 1A es una biotecnologia desarrollada hace varias décadas, su
adopcién a gran escala por el sector productivo se habia visto limitada por
diferentes motivos, algunos de ellos vinculados con limitantes en la fertilidad y el
anestro posparto, la dificultad operativa de detectar celo en vacas con cria al pie,
la necesidad de contar con la alimentacibn necesaria para implementar
programas de IA exitosos, y requerir personal dedicado exclusivamente a la 1A
por periodos prolongados. Sin embargo, en los ultimos 20 afios estas dificultades
han sido superadas casi en su totalidad mediante el uso de protocolos de
sincronizacion que controlan el desarrollo folicular y la ovulacion permitiendo la
IA de un gran nimero de animales sin la necesidad de detectar celo, aun cuando
las vacas se encuentren en anestro posparto. Esta tecnologia, conocida como
inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF), en los ultimos afios ha mostrado una
creciente adopciéon por los productores en practicamente todos los paises, en
particular en Sudamérica, Norteamérica y Oceania (Mapletoft et al., 2018). La
IATF es probablemente la biotecnologia de la reproduccién que ha mostrado
mayor crecimiento en los ultimos afos, y es utilizada en diferentes condiciones
a través de un importante nimero de profesionales que la aplican sin mayor
dificultad y con resultados aceptables (Menchaca et al. 2013a).

La eficiencia reproductiva de los rodeos puede medirse como el porcentaje
de vacas prefiadas sobre las vacas destinadas a la reproduccion, y este
indicador conocido como tasa de prefiez esta determinado por diversos factores.
Cuando esta eficiencia es menor a la esperada, no siempre es debido a una baja
tasa de fecundacion del ovocito como habitualmente se cree. Diferentes estudios
han demostrado que la tasa de fecundacién luego de una IA en bovinos es

cercana al 90%, es decir que en la gran mayoria de las hembras ocurre la
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concepcion. En vacas de carne se ha reportado que la tasa de fecundacion es
98% (rango de 94 a 100%) en multiparas no lactantes y 75% (rango de 60 al
100%) en lactantes (Breuel et al. 1993), y en vaquillonas se han reportado datos
del 88% (rango 75 a 100%) (Dunne et al., 2000). En ganado lechero se ha
reportado tasas de fecundacion similares entre vacas lactantes y no lactantes,
siendo 76,2% (rango de 55,3 a 87,8%) y 78,1% (rango de 58,0 a 98,0%),
respectivamente (Sartori et al., 2002). Sin embargo, aun cuando se reportan altas
tasas de fecundacion, la tasa de prefiez a los 30 dias -momento en que
habitualmente se realiza el diagnostico de gestacion- no supera el 50 o 60% en
ganado de carne (Menchaca et al., 2013b), y 40 o 50% en ganado de leche
(Sartori et al., 2002). Esta diferencia esta indicando que seguramente existe una
alta tasa de pérdidas o fallas en la gestacion durante este periodo, es decir entre
la concepcidn y los primeros 30 dias de gestacion.

Las pérdidas de gestaciéon son un componente importante de las fallas
reproductivas y de la baja eficiencia de la reproduccion en la ganaderia bovina.
Varios estudios en vacas de carne y leche estimaron que las pérdidas
embrionarias tempranas (entre 8 y 25 dias de gestacidn) estan en el rango de
20% a 45%, y las pérdidas embrionarias tardias (entre 26 y 45 dias de gestacion)
en el rango de 8% a 17,5% (Humblot, 2001; Dunne et al., 2000). Este y otros
estudios indican que la mayoria de las pérdidas por mortalidad embrionaria se
producen dentro de las primeras tres semanas de gestacion (Inskeep y Dailey,
2005; Diskin y Morris, 2008; Reese et al., 2020). Estas pérdidas pueden deberse
a diferentes factores, ya sean genéticos, de manejo, estrés, problemas
infecciosos, pobre actividad ovarica preovulatoria, mala calidad embrionaria y/o
inapropiado ambiente y funcionalidad uterina (Wiltbank et al., 2016; Reese et al.,
2020; Diskin y Morris, 2008). Cuando nos referimos a las pérdidas de gestacion
luego de la IA, también deben considerarse factores asociados a la aplicacion de
la técnica de inseminacidbn que pueden afectar el establecimiento y
mantenimiento de la gestacion.

Inseminacion artificial: factores que afectan el éxito de esta tecnologia

La eficiencia reproductiva es uno de los principales factores que
contribuyen a mejorar el retorno econémico de una explotacion ganadera. La
tasa de prefiez y su distribucion a lo largo del afio, tienen un impacto econémico
muy importante en un establecimiento dedicado a la ganaderia. Para que se
logre con éxito la concepcion en el ganado bovino, en rodeos clinicamente sanos
y sin problemas de enfermedades infecciosas, es importante tener en cuenta
algunos factores como la manifestacion del estro y la ovulacion, el buen estado
de los gametos, y un ambiente uterino adecuado para que se logre la
fecundacion y establecimiento de la gestacion.

2



Los diversos factores que afectan el éxito reproductivo son clasificados por
algunos autores en tres grandes grupos; el primero depende de la correcta
aplicacion de la técnica, el segundo corresponde a factores asociados a la vaca
(edad, raza, numero de lactancias en vacas de leche, presencia del ternero en
vacas de carne, entre otros), y el tercero estd compuesto por factores
ambientales (clima, manejo, alimentacién, etc.) (Senger, 1980). Entre los
factores vinculados a la correcta aplicacion de la técnica se incluyen la habilidad
del técnico inseminador (atravesar el cérvix y depositar el semen en el lugar
apropiado, sin causar dafios en el tracto reproductor de la hembra), la higiene
durante el procedimiento, la calidad del semen, la deteccion eficiente del celo y
el momento de la IA (Wattiaux, 1999). Se han reportado variaciones
considerables en las tasas de prefiez a la IA entre diferentes inseminadores
(Buckley et al., 2003), lo que puede contribuir a un desempefo reproductivo y
econdémico subdptimo de los rodeos. Es reconocido por los técnicos vinculados
a la reproduccion en bovinos que la habilidad del inseminador es un factor crucial
que influye en el éxito de los programas (Diskin, 2018), y que los inseminadores
mas experimentados logran tasas de prefiez mas altas en comparacion con
aguellos menos experimentados (Morton, 2004). Estos estudios sugieren que la
falta de capacitacion y experiencia suficiente, o quizas también la falta de higiene
durante el procedimiento, podria resultar en practicas de IA suboptimas y tasas
de preifilez comprometidas. El reentrenamiento de los inseminadores para
mejorar su destreza es un punto importante en el éxito de la técnica. En uno de
los estudios en los que se evalué la importancia del reentrenamiento de los
inseminadores, se demostrd que la tasa de no retorno al celo obtenida luego del
reentrenamiento fue significativamente mayor que previo a dicho entrenamiento
(Graham, 1996). En otro estudio se evalud el sitio donde depositaban el semen
los inseminadores (Peters et al., 1984), y se encontrd que aun con inseminadores
experimentados, solo en el 40% de las inseminaciones el semen era colocado
en el cuerpo del utero (lugar correcto para depositarlo), el 17% en el cérvix, y el
43% en los cuernos. Estos estudios en conjunto confirman la importancia de la
destreza del inseminador y del reentrenamiento para mejorar los resultados de
los programas comerciales. Por otra parte, se tiene que considerar que es comun
que con el tiempo los técnicos vayan descuidando detalles sencillos pero que
pueden ser importantes como la temperatura y el tiempo de descongelado, o la
manipulacion de la pajuela, o las medidas de higiene en el armado de la pipeta
y en el momento de la IA. Estos aspectos en general suelen no ser considerados
con suficiente atencién en predios comerciales, en ocasiones son actividades
gue quedan en manos de operarios no profesionales, que cumplen multiples
funciones, con escaso nivel de capacitacion o reentrenamiento, y esto puede
ocurrir tanto en establecimientos ganaderos como lecheros, grandes vy
pequefios.



Microbiota vaginal y uterina

Desde hace algunos afios es conocido en algunas especies que el epitelio del
cuello uterino y vaginal contiene una microbiota especifica del sitio, cuya
composicion puede variar dependiendo de varios factores (especie, edad, etapa
del ciclo reproductivo, enfermedades, tratamientos hormonales, estrés, entre
otros) (Uchihashi et al., 2015; Chen et al., 2020; France et al., 2022). En general,
la funcién natural de la microbiota vaginal en humanos y otros mamiferos parece
favorecer la funcion reproductiva, a través de la proteccion contra infecciones y
la provision de aptitud inmunolégica, que son esenciales para la salud del
endometrio, la fertilidad, la implantacion del embrion y el éxito de la prefiez
(Fraga et al., 2011; Clemmons et al., 2017; Martinez-Ros et al., 2018). En
general, la microbiota vaginal es dinamica y esta en constante cambio en todas
las especies. Swartz et al. (2014) compararon los microbiomas vaginales de las
especies bovina y ovina a la de los humanos. Llegaron a la conclusiéon de que
estos Ultimos presentan un ambiente vaginal mas cerca del pH neutro debido a
una menor abundancia de Lactobacillus (Swartz et al., 2014). Los autores indican
que esta informacion es de utilidad para mostrar que el ambiente vaginal y
uterino estd influenciado por la microbiota que normalmente ocupa estos
organos, y que de alguna manera también afecta la fertilidad de la hembra.

La vaginay el Utero estdn en comunicacion con el ambiente externo y por lo tanto
se ven expuestos a diversos factores que presumiblemente pueden afectar la
microbiota en este sitio. Por ejemplo, algunos dispositivos utilizados con
frecuencia para controlar la ovulacion como las esponjas o dispositivos
intravaginales de progestagenos para la sincronizacion del estro en rumiantes
(Quereda et al., 2020, Manes et al., 2010), o los catéteres para la IA (Benner et
al.,, 2018), entre otros, pueden ser vehiculos de microorganismos que
contaminan el fondo de la vagina y el Utero. Este ingreso de microorganismos
servira para establecer interacciones entre la microbiota endégena y exégena y
esto podria modificar el ambiente vaginal y quizds también el uterino (Toson et
al., 2022). Cualquier desequilibrio en la composicion con la microbiota (conocida
como dishiosis) interrumpe la homeostasis, 0 que induce una respuesta
inflamatoria y altera el perfil metabdlico fisiol6gico de un organismo (Galvéo et al.,
2019). Como conclusién, la disbiosis vaginal se ha asociado repetidamente con
el estado del endometrio, la infertilidad o los malos resultados de prefiez en todas
las especies de mamiferos estudiadas (Fu et al., 2020; Wang et al., 2016;
Moreno et al., 2022). Por lo tanto, la identificacion de microorganismos en la
superficie de la mucosa cérvico-vaginal puede ser de utilidad para predecir, 0
comprender, los resultados de la IA y prefiez cuando se aplican tecnologias
reproductivas (Srinivasan et al., 2021).

Por otra parte, en el oviducto tienen lugar eventos importantes como la
capacitacion de los espermatozoides, la fecundacion y el desarrollo temprano
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del embrién dentro de una cascada de sefializacion compleja (Jin et al., 2017).
La informacién disponible sobre los microorganismos que pueden habitar o
transitar por el oviducto es escasa, aunque se han propuesto interesantes
interacciones entre gametos y bacterias oviductales no patégenas. Por ejemplo,
existe evidencia que muestra que el semen suele contener una microbiota rica 'y
diversa (Cojkic et al., 2021; Farahani et al., 2021; Koziol et al., 2022). En
consecuencia, la fecundacion no puede ocurrir bajo condiciones estériles, pero
tampoco es viable que ocurra con alteraciones en el ambiente uterino que
impidan el proceso de fecundacion e implantacion del embrion. El Gtero juega un
papel clave en la implantacion y el desarrollo embrionario, dos funciones en las
que la implicancia del sistema inmunitario endometrial es especialmente
relevante. Se ha demostrado que durante y después del parto, la luz uterina de
casi todas las vacas se contamina con una variedad de microorganismos de la
piel, el tracto gastrointestinal, las heces y el ambiente externo al animal (Sheldon
et al., 2009). Debido a los avances tecnolbégicos (p. ej., el desarrollo de
procedimientos moleculares para identificar la microbiota), la sensibilidad de la
investigacion del microbioma mejor6 significativamente (Eisenhofer et al., 2019).
Es asi que varios autores han afirmado que el Utero de diferentes mamiferos
alberga una microbiota especifica de sitio, que parece ser diferente de la que
existe en la vagina (Diaz-martinez et al., 2021; Wang et al., 2021). En general, la
microbiota endometrial muestra una mayor diversidad y riqueza bacteriana en
comparacion con la vagina y el cuello uterino en una variedad de especies
animales como bovinos, equinos y humanos (Heil et al., 2019; Diaz-martinez et
al., 2021). Varias rutas y fuentes han sido postuladas hasta ahora para explicar
el origen de las bacterias que hipotéticamente llegan al entorno uterino. En
primer lugar, se ha sugerido que algunas de ellas pueden surgir del torrente
sanguineo y ha sido descrito como una via de transmision de patégenos uterinos
desde el intestino hasta el Utero en vacas (Jeon et al., 2017). Otras bacterias
pueden ingresar desde la vagina y alcanzar la mucosa endometrial ascendiendo
por el cuello uterino. En efecto, un estudio reciente ha sugerido que la
transferencia de microorganismos vaginales puede estar involucrada en el
deterioro 0 la proteccion del ambiente uterino, dependiendo del tipo de
microorganismo (Pascottini et al., 2020). Esta ruta de ingreso microbiano desde
la vagina hacia la formacion de nuevos microbiomas uterinos, tiene la capacidad
de repercutir en el eje reproductivo y la gametogénesis, ya que por ejemplo se
ha demostrado que la accién de ciertas bacterias puede inducir la inhibicion de
la respuesta de las gonadotropinas y afectar negativamente el desarrollo folicular
(Franasiak y Scott, 2015).

Una microbiota uterina apropiada es de gran importancia, no solo por su
papel potencial en la fertilidad, sino también por su posible efecto sobre
endometritis y otras enfermedades uterinas, que conducen a la infertilidad
principalmente en vacas con consecuencias graves para la ganaderia (Santos et
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al., 2011, Jeon et al., 2015, Galvao et al., 2019). La importancia relativa de los
contaminantes vaginales que pueden introducirse en el Utero de las vacas en el
momento de la IA y la fertilidad subsiguiente sigue siendo poco claro, aunque si
se ha demostrado que la presencia de semen en la luz uterina desencadena una
respuesta inmunitaria local caracterizada por una entrada de neutréfilos en el
aparato reproductor femenino (Schuberth et al., 2008; Troedsson, 2006). Aun
falta informacion sobre esta reaccion del endometrio ya sea en respuesta al
semen, a contaminantes, 0 agentes externos en el momento de la IA.

Endometritis subclinica

La endometritis subclinica ha sido ampliamente estudiada durante el periodo
posparto en vacas y se define como la inflamacion del endometrio en ausencia
de signos clinicos y con flujo uterino normal, con la presencia de
polimorfonucleares (PMN) en la luz uterina (Kasimanickam et al., 2004; Prunner
et al.,2014; Sheldon et al., 2006). Esta endometritis afecta la eficiencia
reproductiva de las hembras al aumentar los intervalos parto-concepcién, parto-
primer servicio, asi como también, la cantidad de servicios nhecesarios por prefiez
(Gilbert et al., 2005; Kasimanickam et al., 2004; Madoz et al., 2014). La
endometritis subclinica es detectada solo por la presencia de PMN en la luz
uterina sin estar acompanada de descargas uterinas (Sheldon et al., 2004).
Debido a que se presenta en vacas clinicamente sanas, es decir animales con
flujo vaginal normal y sin signos clinicos sistémicos evidentes, no es
normalmente diagnosticada. Por lo tanto, aquellas vacas que no muestran
ningun indicio de trastorno reproductivo pueden igualmente estar padeciendo de
endometritis subclinica, y como consecuencia de esto, no sea Optima la fertilidad
gue pueda ser lograda de esa hembra al finalizar el periodo de espera voluntario.
En el mismo sentido, Martinez et al., 2006 menciona, que la endometritis
subclinica se encuentra entre las causas que llevan al fracaso en la gestacion y
repeticion de celos, siendo dificil el diagnostico ya que los signos clinicos suelen
pasar desapercibidos. Si bien la endometritis subclinica esta ampliamente
estudiada luego del parto, no esta del todo clara la respuesta del Utero luego del
procedimiento de inseminacion. Es sabido que todo ingreso de agentes
contaminantes en el Utero durante el procedimiento de canulacion puede inducir
una repuesta a nivel local, y en ese caso esto podria afectar el éxito de esta
técnica.



Endometritis subclinica post inseminacion

Durante la IA intrauterina no solo se introduce semen en la luz del utero
sino también se favorece el acceso de microorganismos, un aspecto que esta
bastante estudiado en la yegua (Bogado y Opsomer, 2016). Si bien en bovinos
no esta claramente establecido que exista contaminacién uterina y que esto
desencadene una respuesta inflamatoria, algunos trabajos sugieren que esto
podria generar cierto grado de endometritis lo que afectaria la fertilidad de la
hembra (Sheldon et al., 2009). Por ejemplo, Morrell (2006) describe que la
contaminacion bacteriana del semen y la vagina durante el proceso de IA puede
causar endometritis y reducir las tasas de prefiez. Gilbert (2011) indica que un
ambiente uterino con ciertas condiciones propias de la inflamacion disminuye la
motilidad del esperma, la maduracion de los ovocitos, funcion del cuerpo IUteo y
calidad embrionaria. En un estudio se recogieron muestras de citologia uterina
de vacas lecheras 4 h después de la IA para la determinacién de células
polimorfonucleares (PMN) como indicador de endometritis subclinica luego de la
IA (Kaufmann et al., 2009). Se demostrd que aquellas con una mayor presencia
de PMN en el Gtero luego de la IA resultaron con tasas de concepcion mas bajas
(Kaufmann et al.,2009). En conjunto, estos estudios sugieren que la
contaminacion durante la IA perjudica la reproduccion exitosa al afectar etapas
cruciales como el transporte espermatico, la fecundacién o el desarrollo
embrionario temprano. Un ambiente uterino hostil en estas etapas causa dafio a
los gametos y embriones, lo que perjudicaria el desempefio reproductivo de las
vacas.

La infiltracién de linfocitos que induce una endometritis subclinica, puede
ser causada por la introduccién de bacterias durante la 1A o la monta, o por la
presencia de los espermatozoides en el Gtero. El moco cervical posee altas
cantidades de leucocitos, los cuales tienen la propiedad de impedir la
introducciéon de agentes perjudiciales para la fecundacion tales como
microrganismos, impurezas o agentes extrafios, o espermatozoides muertos
(Hafez, 2002). En hallazgos bacteriolégicos y patologicos en vaquillonas
clinicamente diagnosticadas como infértiles, se atribuyé el origen de la salpingitis
a la extension directa de la endometritis a través del cérvix. En la IA el semen es
depositado directamente en el utero, por lo tanto, se atraviesa la barrera natural
de la entrada del cérvix donde normalmente estan presentes diversas sustancias
secretadas durante el estro (Maurino et al., 2012). En general, esta informacion
sugiere que la canulacion del Gtero durante la IA asociado a una higiene
inadecuada durante este procedimiento, podria generar una exposicion del Utero
al medio externo y facilitar la colonizacion del tracto reproductivo con ciertos
microorganismos (Givens y Marley, 2008), induciendo una respuesta inflamatoria
incluso sin manifestaciones clinicas, afectando negativamente la fertilidad
(Dubuc et al., 2010; Sheldon et al., 2006).
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Uso de camisa sanitaria

Con el objetivo de proteger la pistola y la cdnula de 1A de la contaminacién
ambiental y vaginal previo a la canulacion del dtero, se ha propuesto el uso de
una funda protectora de nylon conocida como camisa sanitaria. Esta camisa de
nylon se coloca sobre la pistola de IA una vez armada con la canula conteniendo
la pajuela de semen, de tal manera que protege la canula evitando la
contaminacion durante el ingreso a través de la vulva y vagina hasta justo antes
de ingresar al cuello uterino, momento en que se retira dicha camisa tirando de
la misma hacia la base de la pipeta de IA. Esta camisa pretende evitar la
contaminacion y el ingreso de patdgenos al ambiente uterino que pueda afectar
de manera negativa la fertilidad de las vacas. Si bien el objetivo final al proteger
la pipeta de IA es incrementar la tasa de prefiez de las vacas, es escasa la
informacion que muestre de manera clara y contundente el beneficio sobre la
fertilidad de utilizar dicho dispositivo en vacas de carne y de leche manejadas en
condiciones comerciales y a gran escala. En esta seccidn se resume la
informacion cientifica disponible con el uso de camisas sanitarias.

Uno de los primeros estudios utilizando camisas sanitarias (Richards et
al.,1984) consistié en la toma de muestras colectadas con hisopo de la pistola
de IA inmediatamente después de la IA en vacas de leche y carne. Los autores
reportaron que el uso de estas camisas fue efectivo para disminuir la
contaminacion de la pipeta de IA. Sin embargo, en este estudio no se determiné
la fertilidad obtenida con el uso de estas camisas.

En otros estudios en los que si se evalud la fertilidad con el uso de camisas
sanitarias, los resultados son poco claros o controvertidos. Algunos autores no
encontraron una mejora significativa en la tasa de no retorno en ganado lechero
(King et al., 1984; Richards et al., 1984) ni en la tasa de prefiez en ganado de
carne (Kasimanickam, 2016). Sin embargo, otros autores han encontrado
resultados positivos con el uso de camisas sanitarias, reportando mayores tasas
de prefiez en vacas lecheras con dos 0 mas servicios (Bas et al. 2011). Estos
autores también demostraron que el uso de camisas sanitarias durante la IA
reduce el riesgo de contaminacion uterina por bacterias en el momento de la IA.

En suma, si bien existen antecedentes que abordan el estudio del uso de
camisas sanitarias en vacas de leche y de carne, la informacién disponible es
contradictoria y no permite realizar recomendaciones claras sobre el beneficio
de aplicar esta medida en predios comerciales.



PROBLEMATICA ESPECIFICA

La IA representa una gran herramienta para el mejoramiento genético de los
rodeos bovinos (Shearer, 2003) y es una tecnologia ampliamente utilizada tanto
en ganaderia de carne como de leche. Sin embargo, el éxito de la misma
depende de diversos factores entre los que se encuentran los errores de
procedimiento durante la aplicacion de la técnica. La contaminacion durante el
ingreso de la pistola de IA a través de la vulva y vagina para ingresar al Utero, es
un factor que puede afectar negativamente la fertilidad de la vaca. Para disminuir
dicha contaminacion, se requiere que el procedimiento previo a la canulacion del
cuello uterino sea realizado de manera “limpia” y manteniendo la mayor higiene
posible. Una alternativa para lograr que la técnica sea mas higiénica es el uso
de camisas sanitarias, lo que evitaria la contaminacion y asi se podria mejorar la
salud del atero y los resultados reproductivos.

En la préactica, las camisas sanitarias no son de uso habitual en los programas
de IAy lainformacion existente es escasa. El creciente uso de la IA en programas
a gran escala y con mucha cantidad de animales que deben inseminarse en
pocas horas, como por ejemplo ocurre con la tecnologia de la IATF o incluso
detectando celo en rodeos grandes, podria ir en desmedro de las buenas
practicas de esta técnica. Se requieren mas estudios para profundizar en el uso
de camisas sanitarias en la IA en bovinos de carne y de leche, una medida que
seria muy simple de aplicar y de muy bajo costo, y que en caso de mejorar los
resultados reproductivos tendria una rapida adopcion y un impacto directo sobre
el sector productivo.



HIPOTESIS

La utilizacion de camisas sanitarias para proteger la pipeta de IA al introducirla a
través de la vulva y la vagina, mejora la tasa de prefiez en programas
comerciales de IA realizados a gran escala, tanto en ganado de carne como de
leche.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del uso de las camisas sanitarias para proteger la pipeta de 1A
previo a la canulacion del Utero sobre la tasa de prefiez en bovinos de carne y
leche.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Evaluar el efecto del uso de camisas sanitarias durante la inseminacion
artificial sobre la tasa de prefiez en vacas nuliparas y multiparas de razas de
carne.

2) Evaluar el efecto del uso de camisas sanitarias durante la inseminacion
artificial sobre la tasa de prefiez en vacas de leche.

3) Evaluar posibles factores asociados al uso de camisas sanitarias tales
como la categoria, el inseminador, establecimiento, nimero de servicios, numero
de lactancias y toro utilizado.

10



CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

METODOLOGIA GENERAL

Animales, manejo general e instalaciones.

Se realizaron dos experimentos, uno en vacas de carne (Experimento ) y
otro en vacas de leche (Experimento Il). En el Experimento | se utilizaron 9.217
vacas multiparas o nuliparas de razas britanicas Angus, Hereford y sus cruzas,
todas manejadas en condiciones de pastoreo en campo natural o campo natural
mejorado. Este experimento se realizé durante el periodo de servicio para este
tipo de produccion (noviembre a enero), en 14 predios comerciales en diferentes
zonas de Uruguay (33-35° LS, Uruguay). En el Experimento Il se utilizaron 1.244
vacas Holando manejadas en pasturas de segundo y tercer afio de festuca,
avenay ryegrass, suplementadas a base de granos en el ordefio y silo de maiz
0 sorgo cuando las pasturas no estaban disponibles y eran limitantes. Los
trabajos se realizaron durante el periodo de servicio establecido en Uruguay para
ganado lechero (mayo a agosto) en tres establecimientos comerciales.

Los animales fueron manejados en condiciones de infraestructura
adecuadas (corrales, huevo, tubo, cepo) y todos los procedimientos que
involucraron animales, incluyendo administracion de inyectables, aplicacion de
dispositivos intravaginales y ultrasonografia de o6rganos reproductivos, fueron
aprobados por el Comité de Etica, Cuidado y Manejo de Animales para
Experimentacién de la Fundacion IRAUy (resolucién N° PGM_01_2021), avalada
por la Comisién Nacional de Experimentacion Animal (CNEA) de Uruguay.
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ESTRATEGIA DE INVESTIGACION

Las hembras recibieron un protocolo de sincronizacion de celos para IATF
o fueron inseminadas a celo detectado (IACD). El dia de la IA las hembras fueron
asignadas a uno de los dos grupos experimentales para recibir o no una camisa
sanitaria (SBS, Cryotec, Argentina) para proteger la pipeta de IA durante el
procedimiento. Una vez cargada la pipeta con la pajuela de semen, la camisa
sanitaria se coloco sobre la pipeta para cubrirla durante la introduccion por la
vulva y se retiré cuando la misma estaba en el fondo de la vagina justo antes de
la canulacion del cuello uterino. La IATF fue realizada por 10 y 3 técnicos
experimentados utilizando semen congelado de 21 y 34 toros en el Experimento
I y Il, respectivamente, siendo estos factores asignados a cada grupo
experimental de manera balanceada. El diagnéstico de prefiez se realizé
mediante ultrasonografia transrectal.

Experimento |

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto del uso de camisa sanitaria
en la IA sobre la tasa de prefiez en vacas y vaquillonas de carne. Se utilizaron
9217 vacas Angus, Hereford y sus cruzas multiparas en 27 repeticiones con una
condicién corporal (CC) de 3,6 + 0,1, y nuliparas (vaquillonas) con una CC de
5,1+ 0,1 (Media £ ES; escala 1 a 8; Vizcarra y Wettermann, 1996). Todas las
vacas fueron examinadas por ultrasonografia para determinar la presencia o
ausencia de un cuerpo lateo (CL) al comienzo del tratamiento (Dia 0). Las vacas
nuliparas (n = 1.335) recibieron un tratamiento para IATF (protocolo J-Synch) (de
la Mata et al., 2018) que consistié en la colocacion de un dispositivo intravaginal
gue contenia 0,5 g de progesterona (DIB 0,5; Zoetis, Buenos Aires, Argentina)
durante 6 dias y la administracién i.m. de 2 mg de benzoato de estradiol
(Gonadiol, Zoetis). La colocacion de los dispositivos intravaginales se realizé con
el cuidado necesario para mantener la higiene previo al ingreso en la vagina de
la vaca. Para esto, cada dispositivo fue manipulado por un operario con guantes
limpios, que al retirar el dispositivo del envase plastico lo coloco en un aplicador
gue previamente habia sido lavado con una solucién de desinfectante y
enjuagado con agua potable. Luego de cargado el dispositivo en el aplicador,
este fue sumergido en una solucién con desinfectante para luego colocarlo en la
vagina de la vaca. La solucion de desinfectante utilizada fue en base a un amonio
cuaternario (cloruro de benzalconio al 1%, Drogueria Paysandu, Montevideo,
Uruguay) siguiendo las recomendaciones de trabajos previos que muestran la
eficacia de este desinfectante en dispositivos intravaginales en bovinos (Bardén

12



et al., 2003). Al colocar el dispositivo en la vagina, un segundo operario retir6 la
materia fecal de la vulva y abrié ambos labios vulvares para evitar el contacto
con el aplicador/dispositivo. El dispositivo fue colocado en el fondo de la vagina
y se retir0 el aplicador. Al momento de retirar el dispositivo se administro i.m. una
dosis de 500 ug de cloprostenol sodico (Ciclase DL, Zoetis) y 300 Ul de eCG
(Novormon, Zoetis). La IA se realiz6 entre las 60 y 72 h con la administracion i.m.
de una dosis de 100 pg de acetato de gonadorelina (Gonasyn Gdr, Zoetis)
después de retirar el dispositivo. Las vacas multiparas (n= 7.882) recibieron un
dispositivo intravaginal que contenia 0,5 g de progesterona (DIB 0,5, Zoetis)
durante 8 dias y 2 mg de benzoato de estradiol i.m. Al momento de retirar el
dispositivo se administraron 500 ug de cloprostenol, 0,5 mg de cipionato de
estradiol y 400 Ul de eCG i.m., y la IATF se realiz6 entre las 48 y 56 h luego del
retiro del dispositivo.

Dentro de cada réplica y para cada categoria, los animales fueron
asignados a los dos grupos experimentales con camisa sanitaria (n=4.613) o sin
camisa sanitaria (n= 4.604). Dentro de cada réplica, para realizar la IATF se
asigno aproximadamente el mismo numero de vacas por grupo experimental a
cada inseminador (dos a tres inseminadores por réplica) y a cada toro utilizado
(uno a cinco toros por réplica). La tasa de prefiez se determind mediante
ecografia entre 30 y 35 dias luego de la IATF. En la Figura 2.1 se presenta el
esquema del disefio experimental.

¢——— Camisa (n=670)

Vaquillonas ¢—» Sin camisa (n= 665)

us eCG " .
PGF2a IATF B
BE GnRH P
i ! n 30-35 dias
P4 6d ‘ 72h + n=1.335
I T 1 |
Dia0 Dia6 Dia9
¢— Camisa (n= 3.943)
eCG $— Sin camisa (n=3.939)
PGF2a )
EiE | IqTF 3ol-35 dias
1 P4 8d | 52.56h | n=7.882
I I 1 i
Dia0 Dia8 Dia10

Figura 2.1. Disefio experimental para el Experimento I. US: ultrasonografia, eCG:
gonadotrofina coriénica equina, BE: benzoato de estradiol, PGF2a: prostaglandina F2a,
P4. dispositivo intravaginal con 0,5 g de progesterona, CE: cipionato de estradiol, GnRH:
acetato de gonadorelina, IATF: inseminacion artificial a tiempo fijo.
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Experimento Il

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto del uso de camisa
sanitaria en el momento de la IA sobre la tasa de prefiez en vacas lecheras. El
experimento se realizO en 68 réplicas en un total de 1.244 vacas Holstein
lactantes ubicadas en tres establecimientos de una misma empresa ganadera
(33°LS, Florida, Uruguay). Las vacas estaban con una CC de 3,3 £ 0,1 (escala 1
a 5; Wildman et al., 1982), con una lactancia promedio de 1,1 £ 0,1 y produccién
diaria de leche de 22,5 + 0,2 L. La IA se realiz6 después de realizar un protocolo
de sincronizacion de celo para IATF o después de la deteccion de celo (IACD)
en los ciclos estrales siguientes a la IATF. La sincronizacion para IATF consistid
en un tratamiento farmacolégico basado en la insercion intravaginal de un
dispositivo con progesterona (DIB, 1,9 g, Zoetis, Buenos Aires, Argentina)
durante 7 d y 2 mg de benzoato de estradiol (Gonadiol, Zoetis) i.m. El
procedimiento para la colocacién del dispositivo fue el mismo que el descrito para
el Experimento | manteniendo buenas condiciones de higiene. En el momento
del retiro del dispositivo intravaginal se administraron 400 Ul de gonadotropina
coriénica equina (eCG; Novormon, Zoetis), 500 ug de cloprostenol sdédico
(Bioestrovet, Vetoquinol, Francia) y 0,5 mg de cipionato de estradiol (Cipiosyn,
Zoetis) i.m. Se administré un analogo de GnRH (100 ug de acetato de
gonadorelina, Fertiline, Vetoquinol) en el momento de la IATF que se realiz6 de
48 a 60 h después del retiro del dispositivo. En los programas de IACD, el celo
se detectd dos veces al dia y la IA se realizé también dos veces diarias, de tal
manera que las vacas se inseminaban en el mismo momento que eran
detectadas en celo. Tanto en el esquema con IATF como con IACD, en cada
replica el dia de la IA las vacas fueron asignadas a los dos grupos
experimentales con camisa sanitaria (n = 472) o sin camisa sanitaria (n = 772).
La IA fue realizada por tres técnicos inseminadores en todos los establecimientos
y en ambos tipos de IA, IATF o IACD. Dentro de cada réplica, se asigno
aproximadamente el mismo numero de vacas por grupo experimental a cada
inseminador y a cada toro utilizado (uno a ocho toros por réplica). El diagnostico
de gestacion se determiné mediante ultrasonografia a los 30 a 35 dias luego de
la IATF y a los 33 a 40 dias después de la IACD en todas las réplicas. En la
Figura 2.2 se presenta el esquema del disefio experimental.
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Figura 2.2 Disefio experimental para el Experimento Il. BE: benzoato de estradiol, eCG:
gonadotrofina coridnica equina, PGF2a: prostaglandina F2a, CE: cipionato de estradiol,
GnRH: acetato de gonadorelina, IATF: inseminacion artificial a Tiempo Fijo, IACD:
inseminacion artificial a celo detectado.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron utilizando modelos lineales generalizados
mixtos (MLGM) mediante el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2021).
Se verifico la normalidad y la homogeneidad de la varianza de los datos mediante
histogramas, diagramas g-q y pruebas estadisticas formales como parte del
procedimiento univariado. El tipo de estructuras de varianza-covarianza se eligio
segun la magnitud del criterio de informacion de Akaike (AIC) y al Bayesiano
(BIC) para modelos ejecutados bajo simetria compuesta heterogénea, no
estructurados, autorregresivos, potencia espacial y antidependencia de primer
orden. Los modelos con el menor valor de AIC y BIC fueron los seleccionados.
La tasa de prefiez se analiz6 mediante regresion logistica incluida en los MLGM
considerando el uso o no de camisa sanitaria, categoria (nuliparas/multiparas)
inseminador, tipo de IA (para vacas de leche IATF o IACD) como efectos fijos, y
sus interacciones. Como ajustes del modelo se utilizé un método de remocién
paso a paso para aquellas variables con un valor P > 0,1. Como efectos
aleatorios se incluy0 el establecimiento, réplica, identificacion del animal, nUmero
de lactancia, cantidad de inseminaciones (nimero de servicios) en vacas de
leche, toro y partida de semen. Los resultados obtenidos en la tasa de prefiez
estan expresados en porcentaje (%), el nivel de significancia estadistica se
definié cuando P < 0,05 y tendencia cuando P < 0,1.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

Experimento |

Efecto del uso de camisas sanitarias sobre la tasa de prefiez en vacas de
carne

La tasa de prefiez fue mayor en hembras inseminadas con camisa sanitaria
(55,9%; 2.578/4.613) en comparacion con hembras inseminadas sin camisa
sanitaria (53,4%; 2.458/4.604; respectivamente; P< 0,05). No se encontro
interaccidén entre camisa sanitaria e inseminadores (P= NS) ni categoria (P= NS),
motivo por el que los resultados se analizaron juntos para cada factor. La tasa
de prefiez en las vacas multiparas y nuliparas se muestran en la Figura 3.1.1. La
tasa de prefiez fue numéricamente mayor con el uso de camisa sanitaria en 11
de los 14 establecimientos evaluados, alcanzando diferencia significativa en tres
de ellos (Tabla 3.1.1).
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Figura 3.1.1 Tasa de prefiez (P/IA) obtenida con el uso de camisa sanitaria (®) o sin
camisa () envacas y vaquillonas de carne sometidas a inseminacion artificial a tiempo
fijo. Hubo diferencia significativa entre hembras con y sin camisas (P< 0.05), y no hubo
interaccion (P= NS) con la categoria (vacas y vaquillonas).
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Tabla 3.1.1 Tasa de prefiez (P/IA) luego del uso de camisas sanitarias en diferentes
establecimientos con inseminacién artificial a tiempo fijo (IATF) en bovinos de carne.

Establecimiento# N° animales Con camisa Sin camisa Diferencia P
(%)
#1 245 60,0% (72/120) 46,4% (58/125) +13,6 <0,05
#2 664 46,5% (155/333)  45,6% (151/331) +0,9 NS
#3 1998 62,9% (621/986) 62,9% (637/1012) 0 NS
#4 534 48,8% (123/252)  54,6% (154/282) -5,8 NS
#5 533 61,4% (170/277)  46,5% (119/256) +14,9 <0,05
#6 630 67% (214/319)  64,6% (201/311) +2,4 NS
#7 1213 48,5% (298/615)  45,1% (270/598) +3,4 NS
#8 139 81,9% (59/72) 65,7% (44/67) +16,2 <0,05
#9 1178 48,4% (286/591)  44,2% (260/587) +4,2 NS
#10 546 43,5% (118/271)  45,8% (126/275) 2,3 NS
#11 376 67,7% (130/192)  65,2% (120/184) +2,5 NS
#12 282 62,9% (88/140)  54,9% (78/142) +8 NS
#13 461 56,4% (133/236)  55,1% (124/225) +1,3 NS
#14 418 53,1% (111/209)  51,7% (108/209) +1,4 NS
Total 9217 55,9% 53,4% +2,5 <0,05
(2.578/4.613) (2.458/4.604)
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Experimento I

Efecto del uso de camisas sanitarias sobre la tasa de prefiez en vacas de
leche

Los resultados muestran una tendencia (P= 0,09) a una mayor tasa de prefiez
en las vacas inseminadas con camisa sanitaria (50,2%; 381/759) vs. las vacas
inseminadas sin camisa (46,8%; 589/1.259). Los resultados se muestran en la
Tabla 3.2.1. Esta tendencia no estuvo afectada por el tipo de IA, no mostrando
interaccion entre el uso de camisas con la IATF o IACD (P= NS). En las vacas
con IACD hubo una tasa de prefiez mayor que en las vacas con IATF (55,8%,
511/916 vs. 42,7%, 459/1.102; respectivamente; P< 0,01). No se detectd
interaccion entre camisa sanitaria e inseminadores, numero de servicios, numero
de lactancias. La tasa de prefiez por cada inseminador se muestra en la Tabla
3.2.2

Tabla 3.2.1 Efecto del uso de camisas sanitarias en la inseminacioén artificial (IA) sobre
la tasa de prefiez (P/IA) en vacas lecheras con inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF)
y con deteccion de celo (IACD).

Tasa de prefiez (%) Diferencia
(%)
Establecimiento # N° Produccion Dias en N°de |Concamisa Sin camisa
animales de leche (L) leche lactancia
#1 539 23,8+£0,3 52+0,7 116+0,1 50,3% 45,9% +4,7
(193/384)  (226/492)
#2 277 219+04 50x08 1,03+0,1 39,4% 40,7% -1,3
(41/104)  (125/307)
#3 428 219+04 51x0,7 1,19+0,1 54,2% 51, 7% +2,5
(147/271)  (238/460)
Total 1244 225+0,2 51+0,7 1,15%0,1 50,2% 46,8% +3,4
(381/759)¢ (589/1.259)¢

cvs.d;P<0,1
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Tabla 3.2.2 Tasa de prefiez (P/IA) en vacas de leche inseminadas con o sin camisas
sanitarias, mostrando los resultados con diferentes inseminadores.

Tasa de prefiez (%) Diferencia Interaccién
camisa*lA

Inseminador # Con camisa Sincamisa P

#1 50,3% 46,6% NS +3,7 NS
(176/350)  (251/539)

#2 52,3% 48,9% NS +3,4 NS
(162/310)  (230/470)

#3 43,4% 432% NS +0,2 NS

(43/99)  (108/250)

Total 50,2% 46,8% 0,09 +3,4 NS

(381/759) (589/1.259)
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CAPITULO 4

DISCUSION

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados en esta tesis muestran
que el uso de camisas sanitarias para proteger la pipeta de IA mejoro la tasa de
prefiez en ganado de carne, y mostrd una tendencia a mejorar la tasa de prefiez
en el ganado de leche.

Si bien existen algunos antecedentes que evallan la eficacia de estas camisas
sobre la fertilidad en bovinos de carne y de leche, los resultados no estaban del
todo claros. Si bien si se habia demostrado que el uso de camisas evita la
contaminacion uterina durante el procedimiento de canulacion en vacas de leche
(Bas et al., 2011), algunos estudios realizados en vacas de carne no reportaron
mejoras en la fertilidad (Richards et al., 1984; Kasimanickam, 2016). Los
resultados del presente experimento muestran que en vacas de carne la tasa de
prefiez aumenta con el uso de camisa. Esto sugiere que la contaminacion uterina
durante la IA puede ser un factor que esté afectando la fertilidad en los
programas de IA en ganado de carne. A pesar de que la prevalencia y la
gravedad de los problemas uterinos en el posparto y en particular la endometritis
en el ganado de carne no son tan frecuente como en el ganado lechero (17% vs.
51% de prevalencia de endometritis a las 7 semanas posparto, respectivamente)
(Santos et al., 2009), los resultados encontrados en esta tesis sugieren que al
menos durante la inseminacion la entrada de microorganismos al Gtero -y la
forma de evitarlo- podria ser un factor a tener en cuenta en estudios futuros.

En bovinos de leche, los primeros estudios en los que se evalué el uso de las
camisas sanitarias (King et al.,, 1984; Richards et al., 1984), no reportaron
mejoras en fertilidad. Estos estudios se realizaron hace mas de 30 afos,
utilizando varios técnicos para la IA, y solo se evaluaron las tasas de no retorno
al primer servicio. En otro estudio también realizado en bovinos de leche, se
encontré que la tasa de prefiez no estuvo afectada por el uso de camisas en el
primer servicio, pero aument6 con el uso de camisa sanitaria para aquellas vacas
con dos o mas servicios (Bas et al., 2011). Estos autores sugieren que cada
nuevo servicio implica un nuevo ingreso al Gtero con la pipeta de IA aumentando
el riesgo de contaminacion y reduciendo las probabilidades de prefiez en los
servicios siguientes. En nuestro estudio realizado en vacas de leche, la tasa de
prefiez tendié a ser mayor con el uso de camisas, y este efecto no estuvo
afectado por el nUmero de servicios que presentaban las vacas.
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La camisa sanitaria se utiliza con el objetivo de proteger la pipeta de
inseminacion durante el ingreso a la vagina y a la entrada del cérvix de la
contaminacion externa, permitiendo una técnica de IA mas limpia, y asi mejorar
los resultados reproductivos. La hipétesis es que los agentes infecciosos o
incluso comensales habituales de la microbiota de la hembra, puedan
transferirse de un punto del tracto reproductivo (vulva y vagina) a otro (Utero) a
través de la pipeta durante el procedimiento de IA. La contaminacién vulvar
puede aumentar el riesgo de contaminacion bacteriana vaginal e infeccion
uterina desde el medio externo, lo que podria disminuir las tasas de prefiez
(Dubuc et al., 2010; Galon et al., 2010; Salasel et al., 2010; Gilbert, 2011). En
relacion a esto, Bas et al. 2011 demostraron que el uso de camisas sanitarias en
el momento de la IA redujo la contaminacion bacteriana de las puntas de las
pipetas de IA después de la IA, lo que indica que el uso de una proteccion como
la camisa sanitaria mejora la higiene en el momento de la IA. Estos autores
encontraron que la bacteria que fue mas aislada de la pipeta inmediatamente
después de la IA fue Escherichia coli, que se identificé en casi el 49 % de los
aislamientos de vacas inseminadas sin camisa sanitaria en comparacion con el
35% en vacas inseminadas con las camisas. La presencia de Escherichia coli y
Arcanobacterium pyogenes en el Utero bovino se asocia con disfuncion ovarica
(diametro de foliculos mas pequefios y cuerpos liteos con niveles mas bajos de
estradiol y progesterona en plasma) (Williams et al., 2007). Aln no estan del todo
claros los posibles efectos perjudiciales de la introduccién de estos patégenos
en el utero bovino en el momento de la IA, pero las bacterias pueden colonizar
el endometrio uterino y desencadenar una respuesta inflamatoria aun cuando las
vacas no presenten signos clinicos (endometritis subclinica), lo que puede
intervenir en los eventos que conducen al reconocimiento materno de la prefiez.
En este sentido, se ha descrito una reaccion inmunitaria fisiologica,
principalmente en yeguas (Zerbe, 2006) pero también en vacas (Schuberth et
al., 2008) como respuesta inflamatoria posterior al servicio o la IA, asociada
principalmente a los espermatozoides y al plasma seminal. En condiciones
normales, esta respuesta enddgena es controlada y dicha inflamacion
desaparece en aproximadamente 48 horas (Katila et al., 1996). Si bien esta
respuesta no esta tan estudiada en bovinos, la mayor presencia de células
polimorfonucleares (PMN; >15 %) préximo al momento de la IA se la ha asociado
con un desempeio reproductivo deficiente en vacas lecheras (Williams et al.,
1988; Kaufmann et al., 2009). Ademas, se ha demostrado que los estrégenos,
gue normalmente se encuentran en altas concentraciones justo antes del pico
preovulatorio de LH y ya mas bajas al momento de la ovulacion (Ungerfeld,
2002), regulan la migracion de leucocitos hacia el cuello uterino, el Gtero y la
matriz extracelular del tracto reproductivo (Ramos et al., 2000; Stygar et al.,
2006). Aunque la respuesta inflamatoria y el perfil hormonal no se evaluaron en
este estudio, es razonable esperar que el nivel reducido de estradiol en el
momento de la ovulacion pueda provocar una respuesta inmunoldgica deficiente
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en el Utero (Lacetera et al., 2004) y reducir la fertilidad (Leroy et al., 2004). Por
lo tanto, el uso de camisas sanitarias en el momento de la introduccion de la
pipeta de inseminacion podria prevenir la introduccidon de una microbiota
contaminante en el Utero, asegurando un ambiente uterino 6ptimo que favorezca
la fertilidad. La mayor tasa de prefiez que muestra este estudio en vacas de
carne y la tendencia en vacas de leche obtenida con el uso de camisas respalda
esta hipotesis.

La higiene del inseminador y la contaminacion de la vulva es uno de los
aspectos a considerar durante el procedimiento de ingreso a la vagina, para
mejorar asi el éxito de la técnica. En un estudio se encontr6 que el efecto de la
camisa sanitaria sobre la tasa de prefiez fue negativo cuando la vulva estaba
clasificada como sucia en comparacion a cuando la vulva estaba limpia (Hosie
etal., 2019). Los autores indican que en este estudio los inseminadores no tenian
el entrenamiento apropiado, y sugieren que entonces no consideraron aspectos
de higiene cuando utilizaron la camisa (y si los consideraron cuando no usaban
camisa), resultando en una mala préctica en el uso de la misma. El inseminador
es un factor fundamental para el éxito de la técnica de IA y la falta de habilidad,
cuidado, o destreza puede afectar seriamente el resultado. En este sentido, es
importante el entrenamiento y reentrenamiento de los técnicos inseminadores ya
gue a menudo los resultados reproductivos se ven afectados por este factor. Se
ha demostrado que tanto la duracién de la formacion inicial (Howells et al., 1999)
como el reentrenamiento de inseminadores experimentados (Senger, 1987)
tienen efectos significativos sobre la precision del lugar donde se deposita el
semen en el Gtero afectando la tasa de concepcion. Generalmente se acepta que
la técnica de IA, en particular el sitio donde se deposita el semen, es el principal
factor asociado con la variabilidad entre técnicos (Senger, 2002), y se ha
reportado una diferencia de 5% en la tasa de concepcién entre inseminadores
nuevos en comparacion con aquellos con algunos afios de experiencia (White,
1985).

En ambos experimentos se utilizaron protocolos de IATF que requerian de la
colocacioén de dispositivos intravaginales de P4 durante 6 a 8 dias. La colocacion
de estos dispositivos genera ciertas condiciones que podrian favorecer la
contaminacion local de la vagina o la ocurrencia de una vaginitis bacteriana. En
un estudio en vacas de leche se encontr6 una gran concentracion de
microorganismos infecciosos en el mucus vaginal luego de ser sincronizadas con
dispositivos intravaginales conteniendo progesterona (Walsh et. al, 2008). El
cultivo bacteriano de hisopos vaginales después de un periodo de 7 dias con los
dispositivos intravaginales reveldo un crecimiento moderado de coliformes,
Streptococcus spp. y Staphylococcus spp. (Walsh et al., 2008). En ese estudio
la colocacion del dispositivo se realizd sin el uso de desinfectante y no se
describe con precision la higiene durante la colocacion. En el presente estudio

de esta tesis, se utilizé un desinfectante apropiado como el cloruro de
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benzalconio al 1% (Bardon et al., 2003), y se tuvo particular cuidado en la higiene
para evitar la contaminacion al ingresar con el dispositivo en la vulva. Bulman et
al. 1978 tomaron muestras cerca del orificio cervical luego de 14 dias de
tratamiento con un dispositivo intravaginal de P4 y aislaron Enterococcus spp.,
Escherichia coli y Proteus spp. del 90% de los animales tratados. Este estudio
fue realizado hace varias décadas con dispositivos diferentes a los utilizados
actualmente y por un periodo de tiempo que fue aproximadamente el doble que
el utilizado en el presente estudio. También puede considerarse como
antecedente, aunque son estudios realizados en otra especie (ovinos) y
utilizando otro tipo de dispositivos (esponjas intravaginales con progestagenos),
la microbiota vaginal se ve alterada por accién del dispositivo y se ha reportado
cierto efecto sobre la fertilidad subsiguiente (Ungerfeld y Silva, 2005).Como los
resultados de estos estudios previos no son comparables con el estudio actual
realizado en esta tesis, el posible efecto sobre la microbiota uterina de animales
que han recibido un dispositivo intravaginal aplicando la metodologia descrita,
podria ser motivo de futuros estudios. En el presente estudio en vacas de leche
se realiz6 tanto IATF como IACD, y el efecto de la camisa sanitaria sobre la tasa
de prefiez (P= 0,09) no tuvo interaccion con el tipo de IA, siendo valido este
resultado tanto para IATF como IACD. Si bien se requieren nuevos estudios para
profundizar en estos aspectos, a modo de discusién podemos sugerir o plantear
la hipétesis que en las condiciones de este estudio el efecto de la camisa seria
de utilidad tanto en vacas que recibieron dispositivos intravaginales como en
aquellas vacas que manifiestan celo espontaneo sin haber recibido dispositivos
intravaginales.

En resumen, en este estudio se evalud el uso de camisas sanitarias en la |A para
evaluar el efecto sobre la tasa de prefiez en bovinos de carne y leche. En ganado
de carne sobre 9.217 vacas el uso de camisas sanitarias mejorg la tasa de
prefiez alcanzando diferencias significativas, y en el ganado lechero sobre 1.244
vacas esta diferencia alcanz6 una tendencia estadistica. Estos resultados ponen
de manifiesto la importancia de aplicar una técnica de IA basada en un
procedimiento limpio que permita maximizar los resultados reproductivos.
Sugerimos el uso de una camisa sanitaria para mejorar la tasa de prefiez, y
planteamos como nueva hipotesis que esta medida evita la contaminacion de la
pipeta de IA durante el procedimiento de entrada hacia el cuello uterino,
impidiendo el arrastre de microorganismos hacia el utero.
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CONCLUSIONES

El uso de camisas sanitarias en el momento de la canulacion previo a la
IA mejora las tasas de prefiez de manera significativa en bovinos de carne, y
muestra una tendencia estadistica en vacas de leche. En base a estos resultados
sugerimos la recomendacion de implementar el uso de camisas sanitarias en
protocolos para IA en bovinos.
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Implicancias practicas

Los resultados de esta tesis muestran los beneficios de utilizar una camisa
sanitaria durante la inseminacion en bovinos de carne y leche. Esta medida es
una herramienta muy simple de implementar y de muy bajo costo, que genera
mejoras en los indices reproductivos los que a su vez afectan favorablemente
los indicadores productivos. Tanto en ganado de carne como en ganado de
leche, mejorar los indices reproductivos aumentando la tasa de procreo o
mejorando el intervalo entre partos, respectivamente, tiene un fuerte impacto en
los indicadores econémicos de las empresas agropecuarias.

Todos estos beneficios, aun cuando la mejora sea de escasa magnitud en
términos de tasa de prefiez o en el intervalo entre partos, desde el punto de vista
econdmico justifican ampliamente el uso de esta herramienta de forma masiva
en programas comerciales.

En el ambito cientifico también se pueden indicar algunas implicancias de
esta tesis. Los resultados serdn publicados en una revista internacional y el
articulo se encuentra en preparacién. Como nuevas propuestas a partir de estos
resultados, es posible avanzar con nuevos estudios para evaluar como afecta la
canulacioén a la microbiota y al ambiente uterino, considerando a la vez ciertas
medidas -como por ejemplo el uso de camisas sanitarias- para mejorar esta
tecnologia y contribuir asi a una mayor adopcién por el sector productivo.
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