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TITULO: MUERTE EMBRIONARIA TARDIA EN VACAS DE TAMBO

Palabras claves: Muerte embrionaria tardia, ultrasonografia, eficiencia
reproductiva, vaca lechera.

RESUMEN

En esta tesis se realizaron tres estudios observacionales, uno de caso-control
para evaluar los factores de riesgo asociados a muerte embrionaria tardia (MET) y
su impacto sobre la eficiencia reproductiva de las vacas lecheras; otro de cohorte
prospectivo para evaluar la asociacion entre (seroprevalencia y seroconversion) de
los virus de la diarrea viral bovina (VDVB), de la rinotraqueitis infecciosa bovina
(IBR) y Neospora caninum (N. caninum), y la concentracion de progesterona (P4)
en sangre con el riesgo de MET y, por tltimo, un estudio transversal para determinar
la salud uterina, la actividad ovéarica y la eficiencia reproductiva de las vacas
lecheras después de la MET. En el primer estudio se observé que el riesgo de MET
fue mayor en vacas multiparas y con una condicioén corporal (CC) menor a 2,5 al
momento de la MET, y que la MET alarga 108 d el intervalo parto — parto. En el
segundo estudio se observé que la seroconversion a VDVB se asocia con la chance
de MET vy, ademas, se detectd el VDVB en el conceptus de las vacas que
seroconvirtieron. En el tercer estudio se detectd un 21% de vacas con endometritis
subclinica (ES), un 17% con fluido uterino y un 15% con anestro, y, ademas, que
las vacas, dentro de la misma lactancia, tardan 15 dias menos en quedar prenadas
después de la MET que antes de padecerla. Se concluye que el balance energético,

el nimero de partos y la seroconversion a VDVB son factores de riesgo de MET;
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y, ademas, que el impacto negativo de la MET sobre la eficiencia reproductiva se

deberia a que las vacas deben prefarse dos veces dentro de la misma lactancia.
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TITLE: LATE EMBRYONIC LOSSES IN DAIRY COW

Keyword: late embryo loss, ultrasonography, reproductive performance, dairy cow

SUMMARY

This thesis involved three observational studies: a case-control study to
evaluate the risk factors associated with late embryonic loss (LEL) and its impact
on the reproductive efficiency of dairy cows; a prospective cohort study to evaluate
the association between (seroprevalence and seroconversion) of bovine viral
diarrhea viruses (BVDYV), infectious bovine rhinotracheitis (IBR) and Neospora
caninum (N. caninum), and the concentration of progesterone (P4) in the blood with
the risk of LEL in dairy cows and, finally, a cross-sectional study to determine
uterine health, ovarian activity and reproductive efficiency of dairy cows after LEL.
In the first study, it was observed that the risk of LEL was higher in multiparous
cows with body condition score lower than 2,5 at the time of LEL, and that LEL
lengthens the calving-calving interval by 108 d. In the second study, it was observed
that seroconversion to BVDYV is associated with the odds for LEL and, in addition,
that BVDV was detected in the conceptus of the cows that had seroconverted. In
the third study, it was observed, 14 d after LEL, that 21% of cows had subclinical
endometritis, 17% of cows had uterine fluid and that 15% of cows had anestrus.
Also, it was found that cows take 15 days less to become pregnant after LEL than
before suffering it within the same lactation. It is concluded that parity, postpartum

energy balance, and the seroconversion to BVDYV are risk factors for LEL in dairy



XX

cows; and, furthermore, that the negative impact of LEL on reproductive efficiency
is due to the fact that dairy cows must get pregnant twice within the same lactation

to deliver a calf.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL

1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

Existe acuerdo general en que la eficiencia reproductiva de las vacas
desempefia un papel importante en el éxito comercial y econémico de los rodeos
lecheros (De Vries, 2006). En las ultimas décadas, el aumento en la produccion de
leche se ha acompafiado de una disminucion en los indices reproductivos de las
vacas (Rearte y col., 2018). Entre los distintos factores que pueden alterar la
eficiencia reproductiva, podemos mencionar el anestro, la ineficiencia en la
deteccion de celo, el bajo porcentaje de prefez y las pérdidas de gestacion (Santos
y col., 2009). Esta ultima, la pérdida de gestacion, es una de las principales causas
de ineficiencia reproductiva en los rodeos lecheros porque alarga el intervalo entre
partos, incrementa la tasa de refugos y el requerimiento de vaquillonas de
reemplazo, y también porque aumenta los costos asociados con la alimentacion, los
chequeos veterinarios, los tratamientos y el nimero de inseminaciones artificiales

(IA) (De Vries, 2006; Lee y Kim, 2007; Wiltbank y col., 2016).

1.2 Clasificacion de las pérdidas de gestacion
En los bovinos la gestacion tiene una duracion aproximada de 280 dias (d),
pudiendo ocurrir pérdidas a lo largo de toda la prefiez (Silke y col., 2002). La

Comision de nomenclatura reproductiva bovina (1972) establecid que el periodo
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embrionario se extiende desde la concepcion hasta el final de la etapa de
diferenciacion, aproximadamente a los 42 d de gestacion, y que el periodo fetal
abarca desde los 43 d hasta el parto (Lopez-Gatius y col., 2004b). Basandose en
esta diferenciacion, Walsh y col. (2011) establecieron una clasificacién de pérdida
de gestacion en tres periodos: 1) muerte embrionaria muy temprana (0 - 7 d de
gestacion), 2%°) muerte embrionaria temprana (8 - 24 d de gestacion) y 3©) MET

(25 - 42 d de gestacion) y muerte fetal (>43 d de gestacion).

Por otro lado, el primer trimestre de gestacion también ha sido clasificado
en cuatro periodos de acuerdo a los acontecimientos fisioldgicos caracteristicos y a
las posibles causas de pérdida de gestacion de cada etapa: 1) Comprende la
fertilizacion, activacion del genoma embrionario y el desarrollo del blastocisto (0-
7 d de gestacion), 2%°) Abarca el proceso de elongacion del embrion,
reconocimiento materno de la gestacion y mantenimiento del CL por el interferon
tau (8-27 d de gestacion), 3°) Comprende el desarrollo de los placentomas,
comienzo de la nutricion placentaria y crecimiento embrionario (28-60 d de
gestacion) y 4°°) Finalmente, el ultimo periodo abarca el crecimiento embrionario y
fetal, y se caracteriza por el aumento en el flujo sanguineo uterino debido a cambios

fisiologicos (Wiltbank y col., 2016).

1.3 Caracterizacion diagndstica de las pérdidas de gestacion
Actualmente, los métodos utilizados para detectar las pérdidas de la
gestacion incluyen: 1) la identificacién de vacas que retornan al celo después del

servicio (Santos y col., 2009; Silke y col., 2002); 2) la US en modo B para el
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diagnoéstico de gestacion a partir del dia 25 post-IA (Lopez-Gatius y Garcia-
Ispierto, 2010); 3) la evaluacion de la concentracion de progesterona (P4) en sangre
y leche entre los 20 - 24 d post-IA (Ealy y Seekford, 2019); 4) la evaluacion de la
concentracion de glicoproteinas asociadas a la prefiez (PAG) a partir del dia 24 post-
IA (Engelke y col., 2015; Ealy y Seekford, 2019); 5) la deteccion de micro ARN
vinculados a la prefiez a partir del dia 18 post-IA (Pohler y col., 2017); 6) la
cuantificacion de genes estimulados por el interferon tau en muestras de sangre
periférica 18 - 22 d post-IA (Ahmad y col., 2018) y 7) la evaluacién de la perfusion
sanguinea del cuerpo luteo (CL) a través del uso de la ultrasonografia Doppler entre
los 19 - 22 d post-IA (Pugliesi y col., 2019). Si bien, estas herramientas diagnosticas
brindan valiosa informacion sobre las posibles pérdidas de prefiez, muchas de ellas
requieren de equipos y métodos especializados muy costosos, por lo que no se
utilizan de rutina en establecimientos comerciales. Por el contrario, el uso de la US
en modo B para el diagnostico de gestacion a partir del dia 25 post-1A y el registro
de vacas que no retornan al celo después de la TA son herramientas diagnosticas

practicas de pérdidas de gestacion a nivel de campo.

En el caso de la MET, el diagndstico es posible gracias al uso rutinario de
la US (25 - 42 d post-IA), y se diagnostica cuando el embrion no tiene latidos
cardiacos, o cuando se evidencian membranas desprendidas o estructuras flotantes

como los restos del conceptus (Lopez-Gatius y Garcia-Ispierto, 2010). Figura 1.1.
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Figura 1.1 Imagen ecografica de una muerte embrionaria tardia (MET).

1.4 Incidencia de MET

De acuerdo a lo reportado en distintas partes del mundo (Egipto, Estados
Unidos, Irlanda, Corea del Sur y Argentina), la incidencia de pérdidas de la
gestacion varia de 3,2% hasta 29% para el rango comprendido entre los 25y 90 d
post-IA, dependiendo de la region, el ambiente y el manejo de las vacas lecheras
(Cartmill y col., 2001; Lee y Kim, 2007; Quintero Rodriguez y col., 2019; Silke y
col., 2002; Wiltbank y col., 2016). Asi mismo, se ha indicado que la mayor parte
de las pérdidas de la gestacion en vacas lecheras ocurren durante los primeros 60 d
después de la inseminacion artificial (post-IA) (Wiltbank y col., 2016). Del mismo
modo, algunos reportes estimaron pérdidas entre un 35 - 45% hasta los 25 d post-
IA (muerte embrionaria muy temprana y temprana) (Santos y col., 2004; Walsh y
col., 2011), y pérdidas cercanas al 3,2% (28-42 d post-IA, MET) (Silke y col.,

2002).
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1.5 Causas de MET

Se ha reportado que las causas de MET en las vacas lecheras pueden ser de
origen multifactorial (Quintero Rodriguez y col., 2019; Silke y col., 2002). Es de
resaltar, que existe poca informacion especifica de MET, y que en algunos casos se
mencionan estudios realizados de pérdidas de la gestacion que abarcan otros
periodos de tiempo (muerte embrionaria temprana y muy temprana, <28 d post-IA
y muerte fetal, > 45- d post-IA). Si bien, la MET puede detectarse a partir del dia
25 post-1A, en este trabajo de tesis se determind a partir del dia 28 post-IA debido
a cuestiones propias del manejo reproductivo del establecimiento. A los fines

practicos las causas pueden clasificarse en:

1.5.1 Causas no infecciosas

Es posible que las pérdidas de gestacion y la MET de origen no infeccioso
sean subdiagnosticadas, debido a que pasan inadvertidas, y en la mayoria de los
casos no se realizan pruebas complementarias para confirmar los diagndsticos

(Campero y col., 2017). Diversos factores pueden estar involucrados.

1.5.1.1 Factores ambientales

Se ha reportado que las condiciones medioambientales y la estacion del afio
pueden afectar la fertilidad de vacas lecheras (Garcia-Ispierto y col., 2006). En este
sentido, en Estados Unidos y en la India se ha observado que la hipertermia genera
cambios en el ambiente uterino de las vacas, afecta la calidad de los ovocitos y el
desarrollo embrionario, lo que ocasiona fallas en la implantacion y muerte

embrionaria temprana (<25 d post-IA) (Paula-Lopes y Hansen, 2002; Khan y col.,
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2013). También, en Espana, Garcia-Ispierto y col., (2006) reportaron que la alta
temperatura y la humedad son factores de riesgo de pérdida de gestacion (21 - 30 d
post-TIA). Por otro lado, en Italia se reportd que la tasa de prefiez en vacas lecheras
inseminadas en el invierno fueron mayores (81%) que las inseminadas en el verano

(56,3%) (Alnimer y col., 2002).

1.5.1.2 Factores nutricionales

La alteracion de la nutricion conduce a un desbalance energético que puede
llegar a ocasionar fallas reproductivas en vacas lecheras después del parto
(Giuliodori y col., 2011, 2013a). Estos desbalances alteran los niveles sanguineos
de metabolitos y hormonas encargadas de regular la actividad ovarica, el ambiente
uterino y el sistema inmunologico (Lucy y col., 2014). Una herramienta para
evaluar el estado nutricional en vacas lecheras es la CC, esta consiste en apreciar la
cantidad de energia almacenada en forma de grasa subcutanea en los animales y
darles una puntuacion del 1 a 5, donde 1 es emaciada y 5 es obesa (Ferguson y col.,
1994). Es decir, bajas CC indicarian que los animales han consumido menos energia
de la requerida durante un periodo prolongado (semanas a meses). En Estados
Unidos se ha reportado que vacas con CC menor a 3 postparto tienen una tasa de
prefiez 12,8% menor al dia 32 post-IA en comparacion con vacas que registraron
una CC mayor a 3 (Ribeiro y col., 2013). Del mismo modo, en Irlanda se ha
indicado que vacas con CC menor a 2,75 registraron 6,9% mas de pérdida de
gestacion con respecto a vacas que tenian una CC mayor a 3,50 entre los 2 - 56 d

post-TA (Silke y col., 2002).
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1.5.1.3 Factores productivos

Existe consenso en que la eficiencia reproductiva estd asociada
negativamente con la produccion de leche en las vacas de alto rendimiento (Rearte
y col., 2018). A su vez, las pérdidas de la gestacion varian con el numero de
lactancias de la vaca. En este sentido, Lee y Kim, (2007) reportaron que vacas de
tercera lactancia tuvieron un mayor riesgo de pérdida de la gestacion que en las
lactancias previas, y a su vez, produjeron mas leche que las vacas de primer y
segundo parto. En este sentido, Ruprechter y col. (2020) indicaron que vacas
primerizas tuvieron mayores concentraciones del factor de crecimiento semejante a
la insulina tipo 1 y mejores tasas de prefiez que vacas multiparas 45 d post-1A (74%
vs 54%, respectivamente). También, Elischer y col. (2015) reportaron que vacas
primerizas tuvieron un mayor potencial antioxidante con respecto a vacas
multiparas durante el periodo postparto. En cuanto a las pérdidas de la gestacion,
en Corea del Sur reportaron que vacas lecheras primerizas tuvieron menos chance

de perder la gestacion que vacas multiparas (Lee y Kim, 2007).

1.5.1.4 Factores hormonales

La progesterona (P4) es la responsable de mantener las funciones
endometriales claves para la supervivencia embrionaria, el crecimiento del
conceptus, la implantacion y la placentacion (Spencer y col., 2016). Lonergan,
(2011) indic6 que en las vacas lecheras en lactancia se produce un mayor flujo
sanguineo al higado y esto incrementa el metabolismo hepatico de los esteroides,
lo que se asocia a una disminucion en la concentracion de P4 en sangre en relacion

con los factores mencionados en el apartado anterior. En este sentido, Lopez-Gatius
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y col. (2004c) indicaron que vacas lecheras suplementadas con progesterona
exogena tuvieron 2,4 veces menos chances de perder la gestacion (36 - 42 d post-
IA) con respecto a vacas control. También, Ahmad y col., (2018) reportaron que los
bajos niveles de P4 en sangre se asocian con la presentacion de MET (24 - 42 d

post-TIA) en las vacas lecheras.

1.5.1.5 Enfermedades uterinas y no uterinas

Se ha postulado que algunos desordenes metabdlicos pueden alterar la
eficiencia reproductiva de vacas lecheras (Ribeiro y col., 2013). En este sentido,
Alawneh y col. (2011) indicaron que vacas diagnosticadas con cojeras clinicas que
tuvieron MET y muerte fetal entre los 35 y 90 d post-IA tardaron 12 d mas en quedar
prefiadas con respecto a vacas sanas. También, Risco y col. (1999) encontraron que
vacas con mastitis clinica durante los 45 d post-1A tuvieron 2,7 mas riesgo de perder
la gestacion dentro de los préximos 90 d en comparacion con vacas sanas. Por
consiguiente, Ribeiro y col. (2013) propusieron agrupar a las enfermedades
postparto segun su presentacion en: enfermedades uterinas (EUT: metritis,
endometritis, retencion de placenta) y enfermedades no uterinas (ENUT: mastitis,
cojeras, problemas digestivos y respiratorios). Un estudio llevado a cabo en Estados
Unidos indic6 que vacas diagnosticadas con enfermedades EUT y ENUT
presentaron cambios de tipo inflamatorio en el transcriptoma celular a nivel fetal y
registraron un aumento del 13% en la incidencia de pérdida de la gestacion entre

los 45 y 280 d post-IA (Ribeiro y col., 2016).
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1.5.1.6 Otras causas

Se ha postulado que la expresion de algunos genes recesivos indeseables
puede alterar la eficiencia reproductiva en vacas lecheras (VanRaden y col., 2011).
En tal sentido, Lazzari y col., (2011) indicaron que el genotipo embrionario y la alta
endogamia afectan el metabolismo de los aminodcidos, la expresion génica y el
desarrollo previo a la implantacion.

También, se ha reportado que la administracion de farmacos vy
especialmente la vacunacion de animales gestantes pone en riesgo la continuidad
de la gestacion. En este sentido, Ferreira y col., (2016) en Brasil y Marqués y col.
(2019) en Argentina han observado que las pérdidas de la gestacion temprana (31 -
33 d post-IA) aumentan 4 y 2,8 veces en vacas que habian sido previamente

vacunadas contra la fiebre aftosa.

1.5.2 Causas infecciosas

Existe acuerdo en que las pérdidas de la gestacion son frecuentes en todo el
mundo (Cartmill y col., 2001; Lee y Kim, 2007; Quintero Rodriguez y col., 2019;
Silke y col., 2002; Wiltbank y col., 2016). Por tanto, Campero y col. (2017)
indicaron que toda pérdida reproductiva deberia considerarse de origen infeccioso
hasta que se demuestre lo contrario. En Argentina los primeros reportes realizados
sobre la etiologia de las pérdidas reproductivas en bovinos fueron recopilados por
el Servicio de Diagnostico Veterinario Especializado (SDVE) del INTA Balcarce.
En este sentido, este centro de diagnostico reportd la presencia de diversos
microrganismos como bacterias (Brucella abortus, Campylobacter fetus,

Leptospira spp, Escherichia coli, Pasteurella spp, Trueperella pyogenes), virus
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(VDVB e IBR) y protozoarios (Tritrichomonas foetus, N. caninum) en fetos
bovinos abortados (Campero y col., 2003; Villar, 1982). A continuacion, se detallan
las enfermedades infecciosas que fueron seleccionadas para este trabajo de tesis

como posibles causas de MET.

1.5.2.1 Neospora caninum (N. caninum)

N. caninum es un protozoario intracelular obligado del filo Apicomplexa,
que estd considerado como una de las principales causas infecciosas de pérdidas
fetales en vacas lecheras (Moore y col., 2013; da Silva Silveira y col., 2019). Este
parésito posee un ciclo heteroxeno en donde los hospedadores definitivos son los
perros, lobos, coyotes y dingos, que eliminan ooquistes infecciosos en la materia
fecal (Dubey y col., 2007), de manera que horizontalmente puede transmitirse por
via digestiva a los bovinos (hospedador intermediario) (Dubey y Schares, 2011). A
su vez, en los bovinos se transmite por via transplacentaria, donde han encontrado
una seropositividad de 40 a 95% (Reichel y col., 2014). Estudios llevados a cabo
en diferentes paises (Uruguay, Argentina, Brasil, México) indican que la
prevalencia en los rodeos lecheros oscila entre el 14 y el 42% (Bafales y col., 2006;
Fort y col., 2015; Garcia-Vazquez y col., 2005; Pessoa y col., 2016). En Brasil se
reportd que vacas lecheras seropositivas a N. caninum presentan una mayor
incidencia de pérdidas de la gestacion con respecto a vacas seronegativas (40 vs.
4,1%, respectivamente) durante los 35 - 270 d post-IA (Pessoa y col., 2016).
También, en Argentina se ha encontrado que el 43,3% de vacas lecheras que habian

abortado tenian serologia positiva para N. caninum (Moore y col., 2002).
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1.5.2.2 Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB)

El virus de la VDVB pertenece a la familia Flaviviridae y al género
Pestivirus, y se clasifica en dos genotipos (VDVB tipo 1 y VDVB tipo 2)
(Bauermann y col., 2013). A su vez, ambos genotipos virales se pueden dividir en
dos biotipos, cepas citopaticas (CP) y no citopaticas (NCP) dependiendo del efecto
que producen en las lineas celulares (Traveria y col., 2011). Estudios llevados a
cabo en diferentes paises (Etiopia, Bangladesh, Lituania, Argentina) indican que la
seroprevalencia de los rodeos lecheros para el VDVB varia de 32,6% a 90,7%
(Aragaw y col., 2018; Mockeliuniene y col., 2004; Odeon et al., 2001; Uddin y col.,
2017). En este sentido, Bauermann y col. (2013) indicaron que la cepa NCP del
VDVB perteneciente a los genotipos 1 y 2 altera la eficiencia reproductiva de las
vacas puesto que genera fallas en la fertilizacion, retorno al celo, abortos y
nacimiento de crias persistentemente infectadas. También, en Suiza se ha reportado
que la tasa de muerte fetal (45 - 210 d post-IA) en vacas con seroconversion al
VDVB es mayor que la registrada en vacas seronegativas (15.8% vs. 6.1%,

respectivamente) (Riifenach y col., 2001).

1.5.2.3 Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR)

La IBR es causada por el Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) perteneciente
a la familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae (Newcomer y col.,
2017). Estudios llevados a cabo en diferentes paises (Estonia, Etiopia, Bélgica,
Argentina) han informado una seroprevalencia entre el 20% al 95% en bovinos
(Muylkens y col., 2007; Raaperi y col., 2014; Sibhat y col., 2018; Odeon y col.,

2001). Se conoce que el BoHV-1 puede diseminarse por via sistémica y que puede
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llegar al feto atravesando la barrera placentaria (Muylkens y col., 2007). En Etiopia,
reportaron que vacas seropositivas a IBR tuvieron mayores chances de padecer
trastornos reproductivos como abortos, retencion de placenta, muerte fetal,
nacimiento de terneros débiles y metritis en comparacion con vacas seronegativas
(Sibhat y col., 2018). También, en Estonia se registrd que vacas seropositivas a IBR
tuvieron 7,3 mas chance de abortar que las vacas seronegativas (Raaperi y col.,

2012).

1.5.3 Salud uterina y eficiencia reproductiva post MET

Lograr un servicio fecundante (SF) de manera oportuna es fundamental para
mantener la eficiencia reproductiva en los rodeos lecheros (Inchaisri y col., 2010).
Por tanto, identificar las causas que alteren la concepcion en vacas lecheras que

padecieron MET seria de gran utilidad para conocer su futura fertilidad.

Estd demostrado que la eficiencia reproductiva puede verse alterada por
procesos infecciosos o inflamatorios que involucran al ttero (Sheldon y col., 2009;
Giuliodori y col., 2013a). La ES es una de las principales enfermedades que
disminuye la fertilidad en vacas lecheras (Madoz y col., 2012). En Argentina, se
reportd una prevalencia de ES del 17% y, a su vez, se asocid a efectos negativos
sobre la eficiencia reproductiva (Madoz y col., 2013). En este sentido, Hill y
Gilbert, (2008) realizaron un estudio in vitro y encontraron que la ES altera la
calidad y la supervivencia embrionaria. También, Lima y col. (2013) reportaron que
vacas con ES dentro de los 46 DEL tuvieron un 30,4% mas de pérdidas de gestacion
entre los 32 y 45 d post-IA que las vacas sin ES. Si bien, esta demostrado que la ES

altera la eficiencia reproductiva, a nuestro conocimiento estas aseveraciones no han
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sido verificadas en vacas lecheras que padecieron MET. Por otra parte,
Jaureguiberry y col. (2016) reportaron que el uso de la US es de gran utilidad para
detectar en vacas repetidoras la presencia de fluido en la luz uterina, el cual podria
estar relacionado con una menor fertilidad. El otro aspecto para considerar es
conocer la funcionalidad ovarica en vacas que padecieron MET. En este sentido,
Bartolome y col., (2005) indicaron que el uso de la US es fundamental para evaluar

la actividad ovarica en vacas lecheras.

En consecuencia, estd demostrado que la salud uterina y la funcionalidad
ovarica son fundamentales para el éxito reproductivo en los rodeos lecheros. Lo que
se desconoce completamente es el estado de la salud uterina, la actividad ovarica y
la eficiencia reproductiva de las vacas después de haber padecido un episodio de

MET.

De lo expuesto anteriormente se destaca que existen muy pocos estudios a
nivel mundial, que los pocos que hay son dificiles de comparar porque utilizan
diferentes disefios experimentales y abarcan distintas ventanas de tiempo durante la
gestacion; es decir, que no son especificos de MET, y que, ademas, estan realizados
en sistemas productivos muy diferentes. Sumado a esto, no se han realizado
estudios en Argentina, lo que evidencia la importancia de conocer la incidencia de
MET, cudles son los factores de riesgo asociados y, finalmente, qué impacto

reproductivo tiene en las vacas lecheras.

Dado lo anterior, los tres objetivos de esta tesis fueron:

1) Evaluar los factores de riesgo asociados a la muerte embrionaria tardia (MET) y

su impacto en la eficiencia reproductiva; 2) Evaluar la asociacion entre la
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seroprevalencia y seroconversion del VDVB, IBR y N. caninum con el riesgo de
MET, y la concentracion de P4 en sangre en vacas con MET y sin MET; 3)
Determinar la salud uterina, actividad ovérica y la eficiencia reproductiva de las

vacas lecheras después de la MET.

Para cumplir con estos tres objetivos se realizaron tres estudios
observacionales que se describen en los capitulos siguientes. Todas las practicas en
animales fueron aprobadas bajo el Protocolo para el Uso de Animales de
Investigaciéon Cientifica del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Universidad Nacional de La Plata. La

Plata, Buenos Aires, Argentina. (Identificacion interna N° 62-2-17T).
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CAPITULO 2: MUERTE EMBRIONARIA TARDIA: FACTORES DE
RIESGO Y EFICIENCIA REPRODUCTIVA

2. INTRODUCCION

La eficiencia reproductiva de las vacas lecheras es uno de los pilares
fundamentales para que un rodeo lechero sea productivo y economicamente viable
(De Vries, 2006). Como se menciond anteriormente, distintos factores pueden
alterar la eficiencia reproductiva, dentro de éstas, la MET (25 - 42 d post-1A) es una
de las causas mas importantes debido a que alarga el intervalo parto-concepcion
(Silke y col., 2002). Este problema es incluso peor en los sistemas de produccion
estacionales, puesto que es practicamente imposible volver a prefiar la vaca después
de la pérdida (De Vries, 2006; Walsh y col., 2011). En este sentido, Wiltbank y col.,
(2016) indicaron que la mayoria de las pérdidas de la gestacion ocurren durante los
primeros 60 d de prefiez, que comprende las etapas embrionaria (<42 d post-IA) y
fetal temprana (> 43 d post-1A).

Como se menciond anteriormente, el diagndstico de muerte embrionaria
antes de los 25 d post-1A requiere de métodos mucho mas especializados y, por lo
que no es posible realizarlo en condiciones comerciales. Por el contrario, el
diagnoéstico de MET a campo es factible gracias a que el uso rutinario de la US para
el diagnostico temprano de la gestacion.

Distintos estudios que evaluaron los factores de riesgo asociados han
encontrado que el estrés por calor se asocia con pérdidas de gestacion y con bajas

tasas de prefiez en vacas mestizas de Espafa e India (Garcia-Ispierto y col., 2006;
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Khan y col., 2013). Estudios llevados a cabo en diferentes paises (Irlanda, Estados
Unidos, Corea del Sur y Egipto) han reportado que el numero de partos de la vaca
puede asociarse con la tasa de pérdidas de gestacion (El-tarabany, 2016; Lee y Kim,
2007; Sartori y col., 2004; Silke y col., 2002). Por otro lado, estudios realizados en
Irlanda y Bélgica han encontrado que los altos niveles de produccion de leche y un
pobre estado nutricional acompafiado de baja condicion corporal (CC) se relacionan
con pérdidas de gestacion (Diskin y col., 2006; Silke y col., 2002). Por tultimo,
estudios llevados a cabo en diferentes paises (Irlanda, Italia, Iran y Estados Unidos)
indican que la presencia de enfermedades uterinas como la metritis, la endometritis,
la pidmetra, la retencion de placenta, e incluso aquellas enfermedades no uterinas
como la mastitis y las cojeras clinicas pueden ocasionar muerte embrionaria y fetal
temprana (Celi y col., 2011; Mokhtari y col., 2016; (Perry y col., 2005; Ribeiro, y
col., 2016). Si bien, los estudios anteriormente mencionados aportan un panorama
general del problema en los establecimientos lecheros, no existen hasta el momento
otros estudios realizados en Argentina que indiquen la incidencia y los factores de
riesgo especificos para la MET detectada por US dentro del periodo comprendido

entre los 28 - 42 d post-1A.

2.1 OBJETIVOS

Los objetivos de este capitulo fueron:

a. Estimar la incidencia de la MET en vacas lecheras.

b. Evaluar la asociacion entre MET y eficiencia reproductiva en vacas lecheras.

c. Evaluar los factores de riesgo asociados a la MET en vacas lecheras.
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2.2 HIPOTESIS
Las hipdtesis mas relevantes de este capitulo fueron:

a. Laincidencia de MET es similar a la encontrada en otros trabajos.

b. La MET reduce la eficiencia reproductiva en los rodeos lecheros.

c. La MET se asocia con un mayor nimero de partos, con el estrés térmico del
verano, con las enfermedades clinicas, con el balance energético negativo, y con

una mayor produccion de leche en vacas lecheras.

2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Seleccion y manejo de los animales

El estudio se realizé en un tambo comercial, ubicado en Carlos Casares,
provincia de Buenos Aires, Argentina (35 © 37 'S, 61 °© 22 ' W) que posee una
extension de 2000 hectareas y 2600 vacas de raza Holstein en ordefie, bajo un
sistema de produccion de base pastoril con alta suplementacién. El promedio de
produccion de leche del establecimiento es de 9,600 kg por vaca por lactancia. Las
vacas lactantes permanecian en pastoreo en potreros rotativos y eran suplementadas
con concentrado y ensilaje. La dieta total de las vacas lactantes se basaba en 50%
de pasturas y verdeos (alfalfa y gramineas de invierno), 25% de concentrado y 25%
de ensilaje de maiz. Las pasturas estaban constituidas por alfalfa y gramineas de
invierno. El pastoreo consistia en rotacioén de potreros tanto en la mafiana como en
la tarde. El concentrado contenia 60% de granos de maiz y 40% harina de soja. Los
animales fueron suplementados cuatro veces al dia, dos veces en la sala de ordefio

(concentrado) y dos veces en los potreros (mezcla ensilaje de maiz).
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Con respecto al manejo reproductivo, los partos ocurrian a lo largo del afio
y el periodo de espera voluntario establecido por el establecimiento era de 50 d. La
deteccion de celo se realizaba dos veces por dia (durante el ordefo), utilizando
pintura en la base de la cola considerandose una vaca en celo cuando habia perdido
el 50% de la pintura. El diagnostico de gestacion se realizd a través de ecografia
transrectal con un transductor lineal de 7,5 MHz (Esaote Tringa Linear Vet, Pie
Medical, Holanda) entre los 28 - 42 d post-1A.

El plan sanitario para prevenir enfermedades reproductivas se bas6 en la
aplicacion de una vacuna de suspension acuosa inactiva de BoHV-1, VDVB tipos
1 y 2, cepas bacterianas de Campylobacter fetus fetus, Campylobacter fetus
venerealis y Histophilus somni (Bioabortogen® H - Biogénesis-Bago). Para esto,
se vacunaron todas las vacas dos veces por afio (marzo y octubre).

Para finalizar, el principal criterio para descartar los animales en el

establecimiento se baso en su nivel de produccion de leche.

2.3.2 Definicion de las enfermedades

El diagnéstico de metritis, endometritis y piometra fue realizado por el
veterinario a cargo del establecimiento, mientras que la deteccion de retencion de
placenta, mastitis clinica y cojeras fue realizada por personal entrenado del
establecimiento. Se diagnosticé retencion de placenta cuando las membranas fetales
no eran expulsadas dentro de las 24 h después del parto (Kelton y col., 1998). Se
consider6 que las vacas presentaban metritis cuando mostraban flujo vaginal con
olor fétido antes de los 21 dias en leche (DEL) (Giuliodori y col., 2013a) y

endometritis clinica cuando contenian pus en el flujo vaginal a partir de los 21 DEL
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(Sheldon y col., 2006). La piometra se diagnostico por US como la presencia de
secrecion purulenta dentro de la luz uterina, en presencia de un cuerpo lateo
persistente y un cuello uterino cerrado (Sheldon y col., 2006). Por otro lado, la
mastitis clinica se diagnostico en vacas que mostraban secrecion anormal de leche
(codgulos o grumos) en uno o mas cuartos (Kelton y col., 1998). La cojera clinica
se diagnostico en las vacas que tenian una marcha anormal atribuible a lesion de
una o mas patas, independientemente de la etiologia o de la duracion del evento
(Kelton y col., 1998). Finalmente, la MET se determiné cuando a la US el embrion
no presentaba latidos cardiacos o se evidenciaban membranas fetales desprendidas
o estructuras flotantes en el periodo comprendido entre los 28 - 42 d post-IA

(Lopez-Gatius y Garcia-Ispierto, 2010).

2.3.3 Disefio experimental

Para este estudio se utiliz6 una base de datos que contenia los registros
productivos, reproductivos y sanitarios de 13551 lactancias ocurridas entre el 1 de
enero de 2011 y el 31 de diciembre de 2015. Para la recoleccion y extraccion de los
datos a analizar, se utilizo el software comercial DIRSA (Dirsa S.A., Gonnet,

Argentina).

Se realizé un estudio retrospectivo de casos y controles para evaluar los
factores de riesgo de la MET (Rothman y col., 2008). El caso se defini6 en vacas
diagnosticadas con MET 28 - 42 d post-IA mediante US, mientras que el control
(no caso) se establecid como vacas con diagndstico positivo de prefiez 28 - 42 d
post-IA mediante US y que, ademas, eran reconfirmadas como prefadas al dia 90

+ 7 d post-IA.
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Se tuvieron en cuenta los siguientes criterios de inclusion de los animales
para que los datos productivos y reproductivos fueran considerados validos: 1-
poseer el diagnostico de prefiez entre los 28 - 42 d post-IA.; 2- tener registro de al
menos una medicion de CC (escala 1-5) antes de los 30 DEL (Ferguson et al. 1994);
3) tener al menos una medicion de CC 15 d alrededor de la fecha en que se realiz6
el diagnostico de MET; y 4) al menos un registro mensual de produccion de leche
entre los 28 - 42 d post-IA. Las vacas que no tuvieron MET (controles) debian
contar ademds con una reconfirmacién de la prefiez a los 90 + 7 d post-IA. Todas
aquellas vacas que tuvieron mas de un evento de MET (n=42) en la misma lactancia

fueron excluidas del estudio.

Finalmente, la seleccion de los casos y controles se realizo a través de un
pareo temporal (+ 3 d alrededor de la fecha de la IA del servicio fecundante del
caso) y fueron seleccionados aleatoriamente cuatro controles por cada caso dentro
de cada ano de estudio. Los casos que no tenian los cuatro controles

correspondientes no fueron incluidos en el estudio.

2.3.4 Analisis estadistico

La asociacion de MET (casos vs. controles) con la produccion diaria de
leche (LECHE) se estimdé mediante un modelo de regresion lineal con el
Procedimiento Glimmix de SAS (SAS / STAT ver. 9.4, SAS Institute Inc., Cary,
NC) en el que se utiliz6 una distribucion normal y un enlace identidad. El modelo
lineal se ajusto por el efecto cuadratico de los DEL y por el promedio de produccion

de leche medido a los 148 DEL. Las asociaciones entre la MET con el intervalo
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entre partos, con el riesgo instantaneo de prefiez y con la chance de no prefiez se
evaluaron, respectivamente, mediante curva de supervivencia de Kaplan-Meier,
analisis de riesgos proporcionales de Cox y regresion logistica. El andlisis de
supervivencia de Kaplan — Meier se realizé con el Procedimiento Lifetest de SAS,
el riesgo instantaneo de prefiez se estimd con el Procedimiento PHReg de SAS, y

la chance de no prefiez se estimod con el Procedimiento Glimmix de SAS.

El riesgo de MET se evalu6 mediante modelos logisticos con el Proc
Glimmix de SAS con distribucion binomial y funcidn de enlace logit. Los factores
de riesgo potenciales primero se evaluaron como efectos fijos en modelos
univariables y luego los predictores con valores de P <0,15 se incluyeron en
modelos multivariables. Los factores de riesgo evaluados fueron el afio de MET
(2011 a 2015), la estacion del afio (verano vs. otofio vs. invierno vs. primavera), el
nimero de partos (1 vs. 2 vs. >3), las enfermedades uterinas ([EUT = si vs. no]: la
retencion de placenta, metritis, endometritis clinica y pidémetra), enfermedades no
uterinas ([ENUT = si vs. no]: mastitis clinica y cojera clinica que ocurrieron entre
la TA y el diagndstico de prefez por US 28 - 42 d post-IA), la condicion corporal al
parto (CC - PAR, <2,75 vs. 2,75 — 3,25 vs.> 3,25), la condicion corporal a la MET
(CC - MET, <2,50 vs. 2,50 — 3,00 vs.> 3,00) y todas las interacciones de primer
orden. Ademas, los DEL y LECHE se incluyeron como predictores continuos del
riesgo de MET. La modelizacion de los modelos logisticos multivariables se realiz
mediante el método de eliminacidon manual de variables, con un criterio de
exclusion de P> 0,1. La significacion estadistica se establecié en P <0,05 y la

tendencia en P<0,10.
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2.4 RESULTADOS
La incidencia de MET observada fue de 4,7% (n=13551), mientras que la
de las enfermedades uterinas y no uterinas fueron del 22 y 23%, respectivamente

(Tabla 2.1).

2.4.1 Asociacion de MET con la produccion de leche y eficiencia reproductiva.

Las vacas que presentaron MET (casos) tendieron a producir mas leche que
las vacas controles (32,5 = 0,36 vs. 31,8 £ 0,17 kg, P = 0,10). Ademas, los casos
tuvieron un intervalo parto concepcion mas largo (mediana [IC 95%]) (226 [208 —
238] vs. 118 [115 — 122] d, P <0,01, Figura 2.1) y menor riesgo instantaneo de
prefiez que los controles (TRI = 0,385, IC 95% = 0,346 — 0,429, P <0,01).
Finalmente, los casos tuvieron mayores chances de no estar prefadas que los
controles (RP = 2,894, IC 95% = 2,368 — 3,536, P <0,01), dado que el porcentaje
de vacas vacias a los 200 DEL fue de 26% (164/631) y 11% (281/2524) en casos y

controles, respectivamente.

2.4.2 Factores de riesgo para MET

El riesgo de MET se asoci6 con el nimero de partos y con una CC menor a
2,5 al momento de la MET (P <0,01, Tabla 2.1). La chance de MET increment6 en
vacas con > 3 partos en comparacion con las de 1 parto (P <0,01, Tabla 2.2).

La chance de MET aumento6 en vacas con CC-MET <2,50 y disminuy6 en
vacas con CC-MET >3,0 (P <0,01, Tabla 2.2). Por el contrario, el riesgo de MET
no se relacion6 con el afo (P =0,99), con la estacion (P = 0,98) ni con la condicion

corporal al parto (P = 0,95, Tabla 2.1). La chance de MET no se asoci6 con las EUT
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ni con las ENUT, tampoco con los DEL ni con la LECHE en el modelo
multivariable (Tabla 2.2); no obstante, estas variables se asociaron con la MET en
el modelo univariable (Tabla 2.1). Finalmente, todas las interacciones de primer

orden tuvieron una P> 0,1.

Tabla 2.1. Modelo logistico univariable que evalta los factores de riesgo de muerte

embrionaria tardia (MET) en vacas lecheras (n=3155).

RP! 95%IC? P
Afio’ 2011 Referencia 0,99
2012 0,965 0,689 — 1,352
2013 0,984 0,715-1,354
2014 0,992 0,717 -1,371
2015 0,958 0,688 — 1,335
Estacion® Verano Referencia 0,98
Otofo 1,036 0,815-1,317
Invierno 1,039 0,817 -1,323
Primavera 1,054 0,807 - 1,377
N° partos 1 Referencia <0,01
2 1,505 1,188 — 1,907
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CC-PAR®

CC-MET®

EUT’

ENUT?

DEL’

LECHE"

>3

2,75 -3,25

<2,75

> 3,25

2,50 - 3,00

<2,50

> 3,00

No

Si

No

Si

2,423

Referencia

1,032

1,037

Referencia

2,016

0,821

Referencia

1,225

Referencia

1,246

1,025

1,136

1,956 — 3,001

0,837 -1,273

0,754 — 1,427

1,488 — 2,731

0,631 — 1,069

1,010 — 1,487

1,011 - 1,535

1,004 — 1,046

1,036 — 1,246

0,95

<0,01

0,04

0,04

0,02

0,01

MET: muerte embrionaria tardia definida como la ausencia de latidos cardiacos del
embrion o la evidencia de membranas fetales desprendidas o de estructuras flotantes
detectadas mediante ultrasonografia transrectal 28 - 42 d post-IA (Lopez-Gatius y
Garcia-Ispierto, 2010).
'RP: chance de MET;

?IC: intervalo de confianza del 95%;
3Afio: Aflo de MET (2011 vs. 2012 vs. 2013. 2014 vs. 2015);
4Estacion: estacion de MET (verano vs. otofio vs. invierno vs. primavera);

SCC-PAR: puntaje de condicion corporal (escala 1-5) durante los primeros 30 DEL;
®CC-MET: puntaje de condicién corporal (escala 1-5) 30 d antes del diagndstico de

gestacion / MET.
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"EUT: enfermedad uterina diagnosticada después del parto (retenciéon de placenta,
metritis, endometritis clinica y piémetra);

SENUT: enfermedad no uterina (mastitis y cojera clinicas) diagnosticadas entre la
IA y el diagnéstico de gestacion o MET;

'DEL: dias en leche en el momento del diagnostico de gestacion o MET (28 - 42 d
post-IA). Las chances se expresan como el incremento de 21 d sobre la media
(148d);

YLECHE: produccién diaria de leche en el ultimo control mensual de leche antes
del diagnostico de gestacion o MET (28 - 42 d después de la [A).

Las chances de padecer MET se expresan como el incremento de 1 desvio estandar
(DE) (8,49 kg) sobre la media (32,04 kg/d). Esta asociacion fue controlada por el
ajuste cuadratico de los DEL;

Los predictores que tienen una P <0,15 se ofrecieron al modelo logistico
multivariable.

Tabla 2.2. Modelo logistico multivariable que evalua los factores de riesgo de

muerte embrionaria tardia (MET) en vacas lecheras (n=3155).

RP!  95%IC? P
N° partos 1 1 <0,01
2 1,531 1,207 -1,942
>3 2,475 1,991 -3,076
CC-MET® 2,50-3,00 1 <0,01
<2,50 1,811 1,329 —2,467
> 3,00 0,695 0,531-0,910

MET: muerte embrionaria tardia definida como la ausencia de latidos cardiacos del
embrion o la evidencia de membranas fetales desprendidas o de estructuras flotantes
detectadas mediante ultrasonografia transrectal 28 - 42 d post-IA (Lopez-Gatius y
Garcia-Ispierto, 2010).
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RP: chance para MET;

?IC: intervalo de confianza del 95%;

3CC-MET: puntaje de condicién corporal (escala 1-5) 30 d antes del diagndstico de
gestacion / MET;

Los predictores incluidos en el modelo multivariable fueron el numero de partos,
CC-MET, EUT, ENUT, DEL, LECHE e interacciones de primer orden;

Las EUT (retencion de placenta, metritis, endometritis clinica y pidmetra) se
eliminaron del modelo multivariable (RP= 1,090, IC del 95% = 0,886 - 1,341,
P=0,42, y no se muestra en la Tabla 2.2;

Las ENUT (mastitis y cojeras clinicas) diagnosticadas entre el diagnodstico de
gestacion/MET fueron eliminadas del modelo multivariable (RP = 1,009, IC del
95% =0.988 - 1.030, P = 0,32) y no se muestran en la Tabla 2.2;

LECHE: produccion diaria de leche en el tltimo control mensual de leche antes del
diagnostico de la gestacion/MET, realizado 28 - 42 d post-IA [media 148 DEL] se
elimind del modelo multivariable (RP = 0,960, IC del 95% = 0,863 - 1,069, P =
0,46) y de la Tabla 2.2. Todas las interacciones de primer orden tuvieron una P>
0,1.
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Figura 2.1. Asociacion entre la muerte embrionaria tardia (MET) y el intervalo
parto - parto en vacas lecheras (n= 631 casos y 2524 controles).

MET: muerte embrionaria tardia definida como la ausencia de latidos cardiacos del
embrion o la evidencia de membranas fetales desprendidas o de estructuras flotantes
detectadas mediante ultrasonografia transrectal 28 - 42 d post-IA (Lopez-Gatius y
Garcia-Ispierto, 2010).

No-MET: vacas con diagndstico positivo de prefiez 28 - 42 d post-IA mediante US
y que, ademads, eran reconfirmadas como prefiadas al dia 90 + 7 d post-IA.

Las vacas que padecieron MET tuvieron un intervalo entre partos 108 d mas
largo que las que no sufrieron MET (mediana [IC 95%]: 226 [208 - 238] vs. 118
[115-122]d, P <0,01). Ademas, las vacas con MET tuvieron un riesgo instantdneo
de prefiez menor que las vacas que no sufrieron de MET (TRI = 0,385, IC del 95%

=0,346 - 0,429, P <0,01).

2.5 DISCUSION

2.5.1 Incidencia de MET

Se observo una incidencia de MET del 4,7% entre los 28 - 42 d post-IA.
Estos resultados son similares a lo reportado por Silke y col. (2002) quienes
registraron un 3,2% de pérdidas de gestacion detectadas por US entre los 28 - 42 d
post-TIA. Por otro lado, existen otros estudios que reportaron pérdidas de gestacion
del 5,2% detectadas por US entre los 30 - 58 d post-IA (Santos y col., 2009), del
16,3% detectadas mediante el uso de la concentracion de progesterona entre los 30
- 60 d post-IA (Géabor y col., 2008) y del 22% diagnosticadas por US entre los 30 -
70 d post-IA (Abdalla y col.,, 2017). Si bien, estos estudios mencionados

anteriormente han reportado pérdidas de gestacion, las diferencias de disefio



48

experimental, de la ventana de tiempo evaluada (28 - 42 d post-IA vs. 30 - 58 d
post-TIA vs. 30 - 60 d post-IA vs. 30 - 70 d post-IA) y las herramientas de diagnodstico
utilizadas (evaluacion con US vs. determinaciéon de progesterona en sangre)

dificultan la comparacion entre estos diferentes estudios y el nuestro.

2.5.2 Asociacion de MET con la eficiencia reproductiva

Se encontrd que las vacas con MET tienen un intervalo entre partos 108 d
mas largo que las que no padecen de MET. Este retraso a la concepcion es mucho
mayor que el que ocurre en vacas que padecen de EUT como la metritis (20 d de
retraso; Sheldon y col., 2006), endometritis clinica (30 a 70 d de retraso; Plontzke
y col.,, 2011) o ES (30 d de retraso; Madoz y col., 2013). Estas diferencias
observadas son dificiles de interpretar, y por tanto no es viable establecer una

posible explicacion.

2.5.3 Factores de riesgo para MET

Se encontrd una asociacion entre el riesgo de MET y el nimero de partos
debido a que vacas con 2 0 mas partos tuvieron mayores chances de MET que las
primiparas. Este hallazgo coincide con otros estudios que reportaron una
correlacion positiva entre vacas multiparas y el riesgo de pérdida de gestacion (Lee
y Kim, 2007; El-Tarabany, 2016). Una posible explicacion podria ser que las vacas
multiparas tienen concentraciones mas bajas de P4 y estradiol en plasma que las
vacas primerizas (Borchardt y col., 2017; Sartori y col., 2004) lo que podria
asociarse con una mayor chance de padecer MET. Sin embargo, en otros estudios

no se encontro tal asociacion (Bamber y col., 2009; Silke y col., 2002).
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También, la baja CC-MET (pero no CC-PAR) se asoci6 con el riesgo de
MET, lo que se encuentra en linea con otro estudio que registré que una baja CC en
el momento de la IA se asocia negativamente con el porcentaje de prefiez al d 32
post-TIA (Ribeiro y col., 2013). Del mismo modo, otros autores encontraron que las
vacas que perdieron CC tenian una mayor proporcion de MET con respecto a las
demas que mantenian o ganaban CC después del parto (Silke y col., 2002). Una
posible explicacion para el vinculo entre una baja CC y el riesgo de MET podria
ser a través de la lipdlisis que conduce a una alta concentracion de acidos grasos no
esterificados (AGNE). En este sentido, durante las ultimas décadas, se han
demostrado muchos efectos toxicos directos de la AGNE sobre células como las de
la granulosa (Vanholder y col., 2005), ovocitos (Leroy y col., 2012) y embriones en
desarrollo (Leroy y col., 2010). Ademas, la alta concentracion de AGNE debido a
la produccion de leche puede agravar el grado de resistencia a la insulina y
prolongar severamente el balance energético negativo, debido a que la energia
requerida para la produccion de leche y mantenimiento de las funciones tisulares
excede la ingesta energética durante este periodo y podria llevar a que la resistencia
a la insulina disminuya la sensibilidad del ovario a la LH y a la FSH (Lucy, 2014).
No obstante, Mokhtari y col. (2016) no encontraron estas asociaciones.

Por otro lado, las EUT y ENUT no se asociaron con el riesgo de MET, lo
que concuerda con Mokhtari y col. (2016) quienes tampoco encontraron esta
asociacion en vacas lecheras (30 - 68 d post-IA). Por el contrario, Ribeiro y col.
(2016) encontraron que vacas con ENUT tuvieron un 9% mas de pérdidas de la
gestacion con respecto a vacas sanas. De la misma manera, reportaron que vacas

con mastitis clinica y cojeras tuvieron un mayor riesgo de padecer muerte fetal
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(Alawneh y col., 2011; Risco y col., 1999; Santos y col., 2004). Por otra parte, el
riesgo de MET no se asocia con la produccion de leche. Este hallazgo concuerda
con lo reportado por otros trabajos que tampoco encontraron una asociacion (Diskin
y col., 2006; Silke y col., 2002). No obstante, Wiltbank y col. (2001) comunicaron
que las vacas lecheras de alta produccion tienen un riesgo mayor de MET y de
muerte fetal que las vacas de menor nivel productivo. Por tltimo, el riesgo de MET
no se asocia con ¢l afio ni con la estacion. Contrariamente, otros estudios asocian
las altas temperaturas y la humedad ambiental del verano con fallas en la
implantacion (Khan y col., 2013) y con incremento en las muertes embrionarias
hasta los 30 d post-IA (Garcia-Ispierto y col., 2006). Una posible explicacion de
nuestros resultados podria deberse a que la mayoria de las pérdidas durante el
segundo mes de gestacion no se relacionan directamente con el estrés térmico sino
con fallas en el desarrollo vascular y formacion de los placentomas (Wiltbank y
col., 2016).

Es importante resaltar que este es el primer estudio de casos y controles que
evalua los factores de riesgo de MET en las vacas lecheras. Una de las principales
ventajas metodologicas de los estudios de casos y controles es que son mucho mas
eficientes que los estudios de cohorte para evaluar los factores de riesgo de
afecciones que afectan una proporcion de la poblacion muy baja (Rothman y col.,
2008). Ademas, otra ventaja de este estudio es que involucra un gran niimero de
casos de MET detectados a tiempo real e in situ por US en el momento del
diagnoéstico de gestacion; es decir, el embrion estaba muriendo o habia muerto
recientemente al momento en que se realizaba el diagnostico. Esto es importante

porque los otros estudios publicados hasta el momento se han realizado sobre un
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nimero mucho menor de registros y en su gran mayoria evaluan la muerte
embrionaria (y fetal) solamente al momento de la reconfirmacion de la prefiez. Otra
fortaleza del presente trabajo es que se realizo en vacas lecheras en pastoreo con
alta suplementacion, mientras que los estudios previos en su mayoria involucran
vacas en confinamiento o pastoreo solamente.

Por otro lado, hay que tener en cuenta que el diagnostico de MET (28 - 42
d post-IA) se realiz6 cada 14 d, durante las visitas reproductivas al establecimiento,
y debido a esto no se incluyeron las vacas con MET en otros momentos diferentes
al chequeo reproductivo, por lo que es logico pensar que la incidencia de MET

encontrada puede estar subestimada.

2.6 CONCLUSIONES

Se concluye que el riesgo de MET aumenta en las vacas multiparas y con
una CC menor a 2,5 al momento de la MET; que la MET se asocia negativamente
con la eficiencia reproductiva, puesto que las vacas que padecen MET tienen un

intervalo entre partos 108 d mas largo.
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CAPITULO 3: CAUSAS INFECCIOSAS DE MUERTE EMBRIONARIA
TARDIA EN VACAS DE TAMBO

3. INTRODUCCION

Estudios llevados a cabo por diferentes grupos de investigacion han
demostrado que enfermedades transmisibles y endémicas como VDVB, IBR y M.
caninum estan asociadas con las pérdidas de gestacion en vacas lecheras (Aragaw
y col., 2018; Banales y col., 2006; Fort y col., 2015; Odeon y col., 2001; Pessoa y
col., 2016; Raaperi y col., 2014). En este sentido, Riifenach y col. (2001)
encontraron que vacas que habian tenido seroconversion al virus de la VDVB
mostraban un 9,7% mas de pérdidas fetales (45- 210 post-IA) comparado con las
vacas que no seroconvertian. También, Raaperi y col. (2012) reportaron que vacas
seropositivas a IBR tienen mas chances (RP: 7,3) de padecer abortos con respecto
a vacas seronegativas. Del mismo modo, Pessoa y col. (2016) reportaron que vacas
seropositivas a N. caninum presentan una incidencia mayor de pérdidas de la
gestacion (35 - 270 d post-IA) que las vacas seronegativas (40 vs. 4,1%,
respectivamente).

Es de resaltar, que la mayoria de los estudios mencionados han evaluado las
causas infecciosas de muerte fetal, pero ninguno de ellos se ha centrado en las
causas de la MET. Con relacion a esto, Wathes y col. (2020) indicaron que el
periodo embrionario es critico debido a que los embriones son especialmente
susceptibles a agentes infecciosos a consecuencia de la inmadurez de su sistema

inmune y de la accidon inmunosupresora de la progesterona.
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Si bien, los estudios registrados anteriormente nos informan una perspectiva
general del problema, no existen estudios especificos para MET en Argentina que
evaluen la seroprevalencia, la seroconversion y la deteccion molecular de VDVB,
IBR y N. caninum en el conceptus de vacas lecheras. Por otra parte, no existe
informacion acerca de la determinacion de la concentracion de P4 en sangre al

momento de la MET (28 - 42 d post-IA).

3.1 OBJETIVOS
Los objetivos de este capitulo fueron:

a. Evaluar la asociacion entre la seroprevalencia a VDVB, IBR y N. caninum y la
MET en vacas lecheras.

b. Evaluar la asociacion entre la seroconversion para VDVB, IBR y N. caninum y
la MET en vacas lecheras.

c. Identificar VDVB, IBR y N. caninum en los tejidos del conceptus muerto en
vacas lecheras.

d. Determinar la concentracién de progesterona en sangre al momento del

diagnéstico de MET.

3.2 HIPOTESIS

Las hipotesis mas relevantes de este capitulo fueron:

a. La MET no se asocia con la seroprevalencia para VDVB, IBR y N. caninum en
las vacas lecheras.

b. La MET no se asocia con la seroconversion para VDVB, IBR y N. caninum en

las vacas lecheras.
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c. La MET no se asocia con el aislamiento de VDVB, IBR o N. caninum en los
tejidos del conceptus muerto en vacas lecheras.
d. La concentracion de progesterona en sangre es menor en vacas lecheras con MET

con respecto a vacas que no tuvieron MET.

3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Seleccion y manejo de los animales

El estudio se realizd en un establecimiento lechero comercial, ubicado en
Carlos Casares, Provincia de Buenos Aires, Argentina (35 °37 'S, 61 °©22'O) en
el que se evaluaron vacas multiparas de raza Holstein (n=92) entre marzo de 2017
y octubre de 2018. El manejo de los animales y del tambo es el mismo al descripto

en el capitulo anterior.

3.3.2 Diseiio experimental

Se realizd un estudio de cohortes prospectivo en el que se emplearon vacas
lecheras (n=92). El tamafio de la muestra se defini6 para obtener una diferencia del
15% entre grupos, con un nivel de confianza del 95% y un poder del 80%. Por tanto,
se utilizaron dos grupos, vacas con MET (n=46) y vacas No-MET (n= 46) (de Blas

y col., 2006).

Se realizaron visitas cada 14 d para evaluar el estado reproductivo de las
vacas. Se consideraron vacas con MET a aquellas en que a la US el embrién no
presentaba latidos cardiacos o se evidenciaban membranas fetales desprendidas o

estructuras flotantes en el periodo comprendido entre los 28 - 42 d post-IA (Lépez-
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Gatius y Garcia-Ispierto, 2010). Por otro lado, las vacas no-MET fueron definidas
como vacas con diagnodstico de prefiez positivo (28 - 42 d post-IA) con presencia

de un embrion viable detectado por US.

3.3.3 Muestreo

El primer dia del muestreo, considerado como dia 0, es el momento en que
se detectdo mediante US y aspir6 el conceptus de las vacas con MET (28 - 42 d post-
IA). La toma de la muestra fue realizada con un catéter de plastico conectado a una
pistola de IA recubierta por una funda sanitaria. Una vez fijado el cérvix por la via
rectal, se realiz6 una maniobra similar a la utilizada en la A para llegar al cuerno
uterino donde se produjo la MET (previamente detectada por US). La funda
sanitaria fue perforada para exponer la punta del catéter plastico y la pistola de IA
se desmont0 del catéter de pléstico y se retird del utero. A continuacion, se aspiraron
los restos del conceptus muerto mediante el acople de una jeringa plastica de 60 ml.
Finalmente, la muestra del conceptus fue fraccionada en dos partes, la primera fue
colocada en un tubo de pléstico libre de nucleasas de 1,5 ml y refrigerada a 4°C
hasta su arribo al laboratorio (LAINPA, Laboratorio de Inmunoparasitologia, FCV,
UNLP) y la segunda fue colocada en un tubo de ensayo de vidrio de 10 ml con tapa
que contenia medio esencial minimo (MEM) y fue transportada a temperatura
ambiente hasta su arribo al laboratorio (CEDIVE, Centro de Diagnoéstico e
Investigaciones Veterinarias, FCV, UNLP). Ademas, en la misma visita (dia 0) y
cuatro semanas después (dia 28), se obtuvieron muestras de sangre de todos los
animales incluidos en el estudio (vacas con MET y vacas No-MET). Las muestras

de sangre se mantuvieron a 4°C hasta ser centrifugadas.
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Todas las muestras de suero fueron almacenadas a -20°C hasta su posterior

analisis. El esquema del muestreo se detalla en la figura 3.1.

Figura 3.1 Esquema del muestreo a campo en vacas lecheras con MET (n=46) y

sin MET (n=46).
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3.3.4 Analisis de laboratorio

3.3.4.1 Deteccion serologica de VDVB por Virus Neutralizacion (VN)

Se utilizo6 la prueba de VN utilizando células Madin Darby Bovine Kidney
(MDBK) del Banco Argentino de Células (ABAC) libres del virus de VDVB y 100
dosis infecciosas de cultivo de tejidos al 50% (TCID50) del prototipo VDVB tipo

la adaptado al cultivo celular (Cepa Singer), segin el manual de pruebas de
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diagnostico y vacunas para animales terrestres de la organizaciéon mundial de
sanidad animal (OIE, 2018). El reciproco de la dilucion sérica més alta capaz de
neutralizar la replicacion viral se considerd como el titulo neutralizante. La dilucion
de las muestras se realiz6 en base 2 comenzando con un titulo neutralizante de 1:2
hasta un titulo neutralizante final de 1:2048. La concentracion de los anticuerpos
neutralizantes se determin6d mediante un examen microscopico directo de la placa
en busca de evidencia de efecto citopatico (EC) en las células MDBKS. Finalmente,
se considerd la seroconversion cuando se registraron cambios en tres titulos
neutralizantes entre el primer o el segundo muestreo (con 28 d de diferencia)

(Alvarado y col. 2009).

3.3.4.2 Deteccion serologica de VDVB por ELISA

Se realiz6 la prueba de ELISA utilizando el kit ELISA PrioCHECK®
VDVB Ab (Prionics®, Paises Bajos) para detectar anticuerpos contra diferentes
subtipos de VDVB (Ia, Ib y II) en suero, segun las instrucciones del fabricante. Esta
prueba utiliza dos anticuerpos monoclonales que reconocen diferentes epitopes
localizados en la proteina (P80) no estructural NS-3 altamente conservada del
VDVB. En cada pocillo de esta placa se incubaron todos los sueros junto con la
solucion de antigeno de VDVB durante 60 minutos (en este paso compiten los
anticuerpos monoclonales con los posibles anticuerpos presentes en las muestras
problema que se unirian al antigeno). Posteriormente, se lavd e incubd con el
monoclonal conjugado por 60 minutos. Se agregd sustrato cromdgeno a cada
pocillo y después de un periodo de incubacion de 15 min a 22°C se determind la

presencia o ausencia de anticuerpos de VDVB mediante el desarrollo de color
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medido opticamente a una longitud de onda de 450 nm. Los resultados se expresan
a través de la interpretacion de la inhibicion porcentual, donde un resultado <50%
es considerado negativo y un valor >50% positivo. Esta prueba no permite clasificar
los anticuerpos frente a diferentes subtipos de VDVB, pero si diferencia entre
animales vacunados con vacunas inactivas (cuyos anticuerpos no seran detectados)

y no vacunados (anticuerpos producidos por una infeccion activa).

Esta prueba fue complementaria a la VN, y por tanto sus resultados no
fueron incluidos en la determinacion de la seroprevalencia ni en el modelo

estadistico, pero si fueron descriptos en el anexo 3.1.

3.3.4.3 Determinacion del efecto citopatico de VDVB

Se inocularon 20 pl del conceptus de vacas con MET (n= 46)
homogeneizado en células Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) del Banco
Argentino de Células (ABAC). Las células fueron cultivadas en placas de tejidos
de 12 pocillos en medio minimo esencial (MEM) suplementado al 10% con suero
fetal bovino (SFB) inactivado por calor, 100Ul/ml de penicilina, 100
microgramos/ml de estreptomicina y 100 microgramos/ml de ciprofloxacina (las
c¢lulas MDBK y el SFB fueron previamente probados para que estuviesen libres de
VDVB. Las células de cultivo se incubaron a 37°C en 5% de dioxido de carbono
(CO2) con la finalidad de observar la presencia de cualquier efecto citopatico (EC).
Luego, se siguieron los cultivos durante tres pasajes ciegos (cada uno con 96 horas
de incubacién). Posterior a esto, y para confirmacion de los diagnosticos, el VDVB

fue evaluado por PCR en tiempo real.
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3.3.4.4 Deteccion de VDVB por RT-qPCR

El ARN del conceptus de las vacas con MET (n= 46) fue extraido mediante
el uso de un kit comercial (High Pure viral RNA kit; Roche) siguiendo las
instrucciones de uso del fabricante. Se usaron cepas del VDVB tipo 1 (Cepa Singer)
diluidas en SFB negativo para pestivirus hasta un titulo final de 102 dosis
infecciosas de cultivo (TCID) por ml como control positivo y SFB libre de
anticuerpos pestivirales (Abs) como control negativo (Pecora y col., 2020). Las
transcripciones reversas (RT) se llevaron a cabo en un volumen de reaccion final
de 25 pl utilizando 500 ng de ARN. La mezcla de reaccion consistio en 0,5 pg de
primers random hexanucleoide (Biodynamics), 200 U de MMLV (Moloney murine
leukemia virus; Promega), 20 U de inhibidor de la ribonucleasa ARNsin (Promega),
5X RT buffer (Promega) y 25mM de dNTPs mix (PBL). La reaccion térmica fue a
42 °C durante 60 min, luego se aument6 la temperatura hasta 95 °C durante 5 min
para inactivar la enzima. Las reacciones de PCR en tiempo real se llevaron a cabo
utilizando una mezcla preformada y optimizada conteniendo SYBR Green (Fast-
essential Green master mix, Roche) de acuerdo con las recomendaciones de uso del
fabricante. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 12 pl y se utilizo
ROX (5-carboxi-X-rodamina; Invitrogen) como colorante de referencia. Se
utilizaron los cebadores especificos conocidos como "189-389" en una
concentracion final de 470 nM. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:
paso de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 10 min, seguido de 45 ciclos de
95 °C durante 20 s, 60 °C durante 20 s y 72 °C durante 20 s (Ciclador StepOne,

Thermo Fisher Scientific). Se utilizo el andlisis de la curva de melting para evaluar
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los resultados; la especificidad de la amplificacion se confirmé mediante

electroforesis en gel de agarosa (Pecora y col., 2020).

3.3.4.5 Deteccion serolégica de IBR por VN

Se utiliz6 la prueba de VN utilizando células Madin Darby Bovine Kidney
(MDBK) del Banco de células argentinas (ABAC) para detectar anticuerpos contra
la cepa BoHV-1 cepa los Angeles (LA). Las diluciones fueron en serie de 1/2 a
1/512 y se incubaron con 100 dosis infecciosas de 50% de cultivo de tejidos
(DICT50), con un rango de variacion de 30-300 DICT50 para BoHV-1. Finalmente,

la lectura se realizo a las 72 horas (Alvarado y col., 2009).

3.3.4.6 Determinacion del efecto citopatico de IBR

Se inocularon 20 pl del conceptus de las vacas con MET (n=46)
homogeneizado en células Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) del Banco
Argentino de Células (ABAC). Las células fueron cultivadas en placas de tejidos
de 12 pocillos en medio minimo esencial (MEM) suplementado al 10% con suero
fetal bovino (SFB) inactivado por calor, 100UI/ml de penicilina, 100
microgramos/ml de estreptomicina y 100 microgramos/ml de ciprofloxacina (las
cé¢lulas MDBK y el SFB fueron previamente probados para que estuviesen libres de
BoHV-1. Las células de cultivo se incubaron a 37°C en 5% de dioxido de carbono
(CO2) con la finalidad de observar la presencia de cualquier efecto citopatico (EC).

Luego, se siguieron los cultivos durante tres pasajes ciegos (cada uno con 96 horas
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de incubacion). Posterior a esto, y para confirmacion de IBR se realiz6 la técnica

de Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucles (LAMP).

3.3.4.7 Deteccion de IBR por LAMP

El ADN fue extraido del conceptus de las vacas con MET (n= 46), luego, el
sobrenadante de los cultivos celulares (descripto en la seccion anterior) fue extraido
con lisis térmica (Soliman y El-Matbouli, 2005; Shan y col., 2014). La presencia de
ADN de BoHV-1 se analizd6 mediante la técnica de LAMP de acuerdo con (EI-
kholy y col., 2014). La reaccion se realizé en un volumen de 25 pL. que contiene:
WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix, (New England Biolabs,
Massachusetts, EE. UU), 50 pmoles de Ge-FIP y Ge-BIP, 5 pmoles de Ge-F3, Ge-
B3, y 2 puL de plantilla de ADN, finalmente se agregd agua para PCR hasta
completar 25 pL.. El ADN extraido de la cepa LA se us6 como control positivo, y
el sobrenadante de un cultivo celular libre del virus se usé como control negativo.
La incubacion se realiz6 a 56° C durante 60 min. Los productos LAMP se
visualizaron para el cambio de color y se verificaron mediante electroforesis en gel

de agarosa al 2% buscando los patrones en forma de escalera bajo luz UV.
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3.3.4.8 Deteccion serologica de N. caninum por Inmunofluorescencia Indirecta

Los sueros fueron analizados mediante la prueba de Inmunofluorescencia
Indirecta (IFI) para la deteccion de anticuerpos de N. caninum. Se utiliz6 un titulo
de corte de 1:200 y se procesaron hasta el titulo final (Campero y col., 2018). Se
us6 la cepa NC-1 como antigeno y se afiadieron sueros diluidos en PBS a los
portaobjetos. Luego, se realiz6 una incubacion de 30 minutos a 37°C. Los
portaobjetos se enjuagaron suavemente con tampon de carbonato (pH 9) y se
lavaron durante 10 minutos. Ademas, se us6 e incubd un conjugado de anticuerpo
de IgG anti-bovino de conejo purificado por afinidad marcado con fluoresceina
isotiocianato (FITC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE. UU.). Como se mencion6
anteriormente, se repitid el lavado y se observaron los portaobjetos con un
microscopio de fluorescencia (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). La
fluorescencia ininterrumpida de la membrana de taquizoitos se consideré una
reaccion positiva. Figura 3.2. Finalmente, la seroconversion fue definida cuando
se detectdo una diferencia en > 3 titulos entre el primer y segundo muestreo

(diferencia de 28 d) (Moré y col., 2009).

Figura 3.2 Microfotografia de taquizoitos de N. caninum mediante IFI.
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3.3.4.9 Deteccion de N. caninum por PCR

El ADN del conceptus de las vacas con MET seropositivas al dia 0 (n=11)
fue extraido con un kit comercial (Wizard® Genomic DNA Purification Kit,
Promega) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se realiz6 una PCR
convencional utilizando el par de cebadores Np6 + / Np21 +, amplificando un
fragmento de 328 pb (Miiller y col., 1996). Se us6 ADN de la cepa N. caninum NC-
1 como control positivo y ADN de células VERO como control negativo. Los
resultados de la PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%
tefiida con SYBR safe (Invitrogen, USA) y se compararon con un marcador de peso
molecular estandar de escalera de 100 pb (Campero y col., 2015).

Los métodos diagnosticos descriptos anteriormente se resumen en la Figura 3.3.
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Figura 3.3. Métodos diagnosticos utilizados en la deteccion de VDVB, IBR y N.
caninum en vacas lecheras con MET (n=46) y sin MET (n=46).
Los conceptus solamente fueron analizados en vacas con MET (n= 46).

Los sueros fueron analizados en vacas con MET (n=46) y sin MET (n= 46).
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3.3.4.10 Analisis de progesterona

La concentracion P4 en plasma se midid por quimioluminiscencia
(Immunoanalyzer Elecsys y Cobas e, Roche®, Mannheim, Alemania). La precision
del ensayo se determind mediante la inclusion de dos muestras control con
concentraciones de P4 bajas (0,82 ng / ml) y altas (7,46 ng / ml) al inicio y al final
del ensayo. Los coeficientes de variacion intra-ensayo fueron del 3% para el control

de P4 bajo y del 14% para las muestras de control de P4 alto.

3.3.5 Analisis estadistico

En este estudio se considerd a la vaca como la unidad experimental. Los
datos descriptivos se obtuvieron con Procedimiento Freq de SAS (SAS / STAT ver.
9.4, SAS Institute Inc., Cary, NC). Ademas, la asociacion entre la MET y la
concentracion de P4 en sangre se evalu6 mediante un modelo de regresion lineal
con el Procedimiento Glimmix de SAS, para el que se empled una distribucion
normal y una funcion de enlace identidad. Ademas, se utilizaron modelos de
regresion logistica para evaluar la asociacion entre titulos seroldgicos para VDVB,
IBR (detectados por VN) y N. caninum (detectados por IFI) (como predictores
continuos) y el riesgo de MET (modelo 1); para evaluar la seroconversion (si vs.
no)a VDVB, IBR y N. caninum con el riesgo de MET (modelo 2), y para determinar
la asociacion entre la concentracion de P4 en sangre con el riesgo de MET (modelo
3). Los modelos logisticos se ejecutaron con el Procedimiento Glimmix de SAS,
con una distribucién binomial y una funcién de enlace logit. El modelo 3 incluyo6 la
P4 como predictor continuo y evalud la chance de MET por cada aumento de 1 DE

(3,98 ng / ml) sobre la concentracion media de P4 (6,87 ng / ml).
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3.4 RESULTADOS

En el primer dia de muestreo (dia 0), las seroprevalencias para VDVB e IBR
fueron del 100% (46/46) en vacas con MET y No-MET, mientras que la
seroprevalencia para N. caninum fue del 23,9% (11/46) en vacas con MET y del
17,3% (8/46) en vacas no-MET. En el segundo dia de muestreo (dia 28), la
seroprevalencia para VDVB también fue del 100% (46/46) en vacas MET y No-
MET; mientras que la seroprevalencia para IBR fue del 93,4% (43/46) en vacas con
MET y del 82,6% (38/46) en las No-MET. Finalmente, la seroprevalencia para N.
caninum fue del 21,7% (10/46) en las MET y del 15,2% (7/46) en las No-MET
(Anexos 3.1y 3.2).

La seroconversion para VDVB fue del 20,0% en vacas con MET (9/46) y
del 6,6% (3/46) en vacas no-MET, mientras que para IBR fue 4,4% (2/46) en las
MET y del 2,2% (1/46) en las No-MET. Finalmente, la seroconversion para N.
caninum fue del 4,4% (2/46) en las vacas con MET y del 6,6% (3/46) en las No-
MET. Con respecto al conceptus, solo se detecto el VDVB en vacas que
seroconvirtieron (n=9). Por el contrario, no se identificé IBR (n=46) ni N. caninum
(n=11) en los conceptus de las vacas con MET. La concentracion de P4 en sangre
fue de 6,62 + 0,59 ng /mL en vacas con MET y de 7,13 + 0,60 ng /mL en vacas No-

MET (P = 0,545).

3.4.1 Riesgo de MET
El riesgo de padecer MET se asocid con la seroprevalencia de VDVB al
segundo muestreo (VDVB-2, P = 0,03, Tabla 3.1), dado que la chance de MET

aument6 3,44 veces por el incremento de 1 DE en el titulo sobre la media.
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Contrariamente, el riesgo de MET no se asocid con el resto de las seroprevalencias
en ninguno de los dos muestreos (VDVB-1, IBR-1, N. caninum-1, IBR-2 y N.
caninum-2, Tabla 3.1). Por otra parte, el riesgo de MET también tuvo una tendencia
a asociarse con la seroconversion a VDVB (P = 0,09, Tabla 3.2) dado que la chance
fue 3,27 veces mayor en las vacas que seroconvirtieron con respecto a las demas.
Contrariamente, la seroconversion a IBR y N. caninum no se asocid con el riesgo
de MET (Tabla 3.2). Finalmente, el riesgo de MET no se relacion6 con la
concentracion de P4 en sangre, debido a que el incremento de 1 DE (DE = 3,98 ng
/ mL) sobre la media (media = 6,87 ng / mL) tuvo un RP de 0,878 (IC 95% = 0,577

- 1,338, P =0,542).
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Tabla 3.1. Modelo logistico univariable que evalta la asociacion de titulos séricos
para VDVB, IBR y N. caninum con las chances de muerte embrionaria tardia

(MET) en vacas lecheras con MET (n=92).

RP! IC 95%* P
VDVB-1° 1,332 0,830 — 2,138 0,232
IBR-1* 1,281 0,796 —2.062 0,304
N. caninum-1° 1,211 0,780 — 1,882 0,389
VDVB-2° 3,439 1,116 — 10,600 0,032
IBR-27 1,123 0,707 — 1,783 0,619
N. caninum-2% 1,335 0,744 — 2,395 0,329

MET: muerte embrionaria tardia definida como la ausencia de latidos cardiacos del
embrion o la evidencia de membranas fetales desprendidas o de estructuras flotantes
detectadas mediante ultrasonografia transrectal 28 - 42 d post-IA (Lopez-Gatius y
Garcia-Ispierto, 2010).

'RP: Chance para MET expresado como el incremento de 1 DE sobre la media del
titulo (los titulos fueron considerados como predictores continuos);

2IC: Intervalo de confianza del 95%;

3VDVB -1: titulo sérico para diarrea viral bovina (dia 0);

“IBR-1: titulo sérico para rinotraqueitis infecciosa bovina (dia 0);

SN. caninum-1: titulo sérico para Neospora caninum (dia 0);

SVDVB -2: titulo sérico para diarrea viral bovina al segundo muestreo (dia 28);

"IBR-2: titulo sérico para rinotraqueitis infecciosa bovina al segundo muestreo (dia
28);

8N. caninum-2: titulo sérico para Neospora caninum al segundo muestreo (dia 28).
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Tabla 3.2. Modelo logistico univariable que evalua la asociacion de la
seroconversion a VDVB, IBR y N. caninum con las chances de muerte embrionaria

tardia (MET) en vacas lecheras (n= 92).

%! RP? 95%IC3 P
VDVB* No 47,9 1 0,098
Si 75,0 3,265 0,799-13,347
IBR? No 51,3 1 0,607
Si 66,7 1,902 0,169 — 22,653
N. caninum® No 50,6 1 0,649
Si 40,0 0,652 0,101 —4,197

MET: muerte embrionaria tardia definida como la ausencia de latidos cardiacos del
embrion o la evidencia de membranas fetales desprendidas o de estructuras flotantes
detectadas mediante ultrasonografia transrectal 28 - 42 d post-IA (Lopez-Gatius y
Garcia-Ispierto, 2010).

1%: Media minima de cuadrados estimados (expresada en %);

’RP: Chance para MET;
3IC Intervalo de confianza del 95%;

*VDVB: seroconversion para el virus de la diarrea viral bovina (la seroconversién
fue definida como el aumento de 3 veces el titulo al dia 28);

JIBR: seroconversidn para rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) (la
seroconversion fue definida como el aumento de 3 veces el titulo al dia 28);

SN. caninum: seroconversion para Neospora caninum (la seroconversion fue
definida como el aumento de 3 veces el titulo al dia 28).
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3.5 DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran que tanto la seroprevalencia para VDVB-
2 como la seroconversion para VDVB se asocian con la chance de padecer MET.
Sin embargo, contradicen parcialmente las hipotesis de trabajo propuestas en las
que planteamos que la seroprevalencia y la seroconversion para VDVB, IBR y N.
caninum no son factores de riesgo de MET en las vacas lecheras. A su vez, también
se detect6 el virus de la VDVB en el conceptus de vacas que seroconvirtieron. Estos
hallazgos coinciden con lo reportado por Gard y col. (2010) quienes informaron
que vaquillonas detectadas con VDVB tuvieron 60% de muerte fetal (67 d post-
IA). Asi mismo, Riifenach y col. (2001) indicaron que la seroconversion para
VDVB es fundamental para determinar el tiempo estimado de exposicion al virus
y, a su vez, informaron una tasa de abortos del 15,8%.

Contrariamente, Aragaw y col. (2018) no encontraron ninguna asociacion
entre VDVB y pérdida de gestacion.

Con relacion a la asociacion entre VDVB y MET, Gard y col. (2010)
reportaron que la inoculacion de un medio de cultivo para transferencia embrionaria
con la cepa NCP de VDVB genera muerte fetal 67 d post-transferencia. Ademas,
Fray y col. (2000) informaron que la presencia de VDVB en las vaquillonas

persistentemente infectadas reduce la calidad de sus ovocitos.

En este sentido, Grooms y col. (1998) detectaron VDVB en ovarios 60 d
después de un cuadro de infeccion aguda, por lo que, podria esperarse que el VDVB
esté presente, tanto a nivel ovarico como uterino, previo a que ocurra la MET.

Ademas, Fair (2015) inform6 que durante la gestacion aumentan los linfocitos T
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supresores, que inducen una inmunosupresion inespecifica de linfocitos T y B, lo

que facilitaria la llegada del VDVB al conceptus.

Otra posible explicacion seria que el VDVB inhibe la produccion de
interferones, lo que disminuye la capacidad de respuesta inmune en las vacas y
facilita la presentacion de MET. En este sentido, algunos estudios indicaron que la
infeccion experimental con la cepa NCP de VDVB inhibe la regulacion de genes
estimulados por interferon, que son los encargados de controlar la inmunidad
uterina, la remodelacion del estroma, la hiperplasia de las glandulas endometriales
y el desarrollo de la vasculatura sanguinea uterina (Cheng y col., 2017; Oguejiofor
y col., 2015). Es decir, como los genes estimulados por el interferon regulan el
ambiente endometrial (Cheng y col., 2016), podrian actuar como un factor de riesgo
de la MET. En este sentido, Cheng y col. (2016a) indicaron que la infeccion NCP
de VDVB cambia la produccién de prostaglandinas endometriales de PGF2 alfa a
PGE2. Es decir, la PGF2 alfa se reconoce como un potenciador inmunologico,
mientras que la PGE2 actiia como un inmunosupresor y luteotréfico (Herath y col.,

2009).

Con respecto a IBR, Waldner y Kennedy (2008) encontraron una asociacion
significativa entre las pérdidas de gestacion y la presencia de IBR en vacas lecheras.
Sibhat y col. (2018) en Etiopia informaron una relacién significativa entre las
pérdidas fetales (280 d post-IA) y la presencia de IBR detectada por serologia en
vacas lecheras. Las discrepancias entre nuestro estudio y estos otros podrian
deberse a las ventanas de tiempo evaluadas (muerte fetal vs. MET). Ademads, como
el IBR es endémico en nuestro medio, podria cursar de manera asintomatica en

nuestros animales. En este sentido, Benavides y col. (2020) indicaron que el IBR
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solo se manifiesta en bovinos en situaciones de mucho estrés (p. ej.: movimiento de
animales, cambios en la rutina de manejo y alteraciones del bienestar animal).

Finalmente, no se encontrd una asociacion del riesgo de MET y N. caninum.
Esto ultimo concuerda con lo informado por Lopez-Gatius y col. (2004a) quienes
tampoco encontraron esta asociacion 34 - 90 d post-IA en vacas lecheras. Sin
embargo, Pessoa y col. (2016) indicaron que N. caninum se relaciona con pérdidas
fetales (280 d post-IA) en las vacas lecheras. Una razén de estas diferencias podria
deberse a las rutas de infeccion de N. caninum. En este sentido, Dubey y col. (2007)
indicaron que la ruta vertical (transplacentaria) de infeccion debe ir acompafiada de
la transmision horizontal (ciclo del protozoario) porque sin ella los niveles de
infeccion de N. caninum tenderian a disminuir a lo largo del tiempo (French y col.,
1999). Una de las hipdtesis propuestas relacionadas con estas diferencias es que los
perros (hospedador definitivo) tengan un acceso facil a las placentas y a los fetos
abortados, lo que favoreceria la transmision horizontal de N. caninum (Dubey y
Schares, 2011). No obstante, creemos que esta ruta de infeccion no es importante
en el establecimiento donde se realiz6 este estudio debido a que no utilizan perros
como mascotas ni en las rutinas de trabajo, lo que minimizaria el riesgo de contagio
con este agente solamente a la ruta de transmision vertical.

Con respecto a la P4 en sangre, los resultados obtenidos de que vacas con y
sin MET tienen concentraciones similares (P= 0,545) contradice la hipotesis
planteada acerca de que las vacas con MET tienen menores concentraciones de P4
que sus compaieras. Este hallazgo coincide con lo informado por Pohler y col.
(2016) quienes tampoco encontraron una relacion entre la P4 en sangre y el riesgo

de MET (24-31 d post-IA). Por el contrario, Ahmad y col. (2018) registraron que
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vacas con MET (24-42 post-IA) tuvieron niveles de P4 en sangre inferiores a las
vacas que no tuvieron MET. Por tanto, como los niveles de P4 en sangre son
similares en vacas MET y No-MET (28-42 d post-IA), podriamos proponer que la
luteolisis no explicaria la presentacion de MET.

De hecho, como la MET se relaciona con el virus de la VDVB podriamos
teorizar que la MET estaria asociada con la activacion del sistema inmune (es decir,
respuesta inflamatoria). Esta teoria concuerda con las observaciones de campo
realizadas por veterinarios de la actividad privada, quienes informan una alta
proporcion de muertes embrionarias tras la vacunacion contra la fiebre aftosa (con
virus inactivado) en establecimientos tanto de produccién de leche como de carne
después de realizar una inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF). En este sentido,
Ferreira y col. (2016) al igual que Marqués y col. (2019) informaron que el riesgo
de pérdida temprana de la prefiez aumenta respectivamente 4 y 2,8 veces cuando la
vacunacion tiene lugar 31 y 33 d post-IA.

Es importante afirmar, que este es el primer estudio que relaciona la
seroprevalencia, la seroconversion para VDVB, IBR y N. caninum con el riesgo de
MET, y la deteccion molecular de VDVB, IBR y de N. caninum en el conceptus de
las vacas con MET. Ademas, se informa la concentracion de P4 en sangre al
momento de la MET. Vale la pena resaltar, que tanto la detecciéon de MET por US
como la aspiracion del conceptus se realizd en el mismo momento del diagndstico
de prefiez (es decir, cuando el embrion estaba muriendo o habia muerto
recientemente). Esto ultimo nos permitid recolectar la muestra y enviarla
directamente al laboratorio en un tiempo realmente breve, mientras que la mayoria

de los estudios publicados hasta el momento han detectado el virus de la VDVB, el
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de la IBR y N. caninum post-mortem en fetos abortados, lo que dificulta el
diagnostico debido a que las muestras tienen autdlisis puesto que son recolectadas

varias horas después de producido el aborto.

3.6 CONCLUSIONES

Se concluye que el VDVB es un factor de riesgo de la MET en las vacas
lecheras, debido a que la seroprevalencia y la seroconversion incrementan la chance
de las vacas lecheras de padecer MET. Por el contrario, el virus de la IBR y N.
caninum no son factores de riesgo de MET y no hay diferencias en la concentracion
de P4 en vacas con y sin MET. Por tanto, podria postularse que la causa de MET

podria asociarse con la activacion de una respuesta inmune (p.ej.: a consecuencia

del VDVB).
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CAPITULO 4: SALUD UTERINA Y EFICIENCIA REPRODUCTIVA
POST MUERTE EMBRIONARIA TARDIA

4. INTRODUCCION

En el capitulo 2 de este trabajo de tesis se observé que la MET es una de las
causas principales de ineficiencia reproductiva en vacas lecheras debido a que
alarga el intervalo parto - parto en 108 dias (Quintero Rodriguez y col., 2019). En
este sentido, varios estudios han demostrado que el SF a la primera IA varia entre
el 26,7 y el 50,7% (Siddiqui y col., 2013; Tillard y col., 2008), y que su alteracion
es la principal causa del aumento de dias abiertos y de refugos por infertilidad en
los rodeos lecheros (Chang y col., 2006). Por tanto, identificar las causas que
potencialmente limiten el éxito; es decir, la obtencion de un SF después de la MET
seria muy util para conocer la futura fertilidad en las vacas lecheras. En este
sentido, Walsh y col. (2011) indicaron que es necesario que el ttero de las vacas se
encuentre en Optimas condiciones para lograr un desarrollo embrionario normal.
Esta demostrado que la ES disminuye la tasa de concepcion al primer servicio y
aumenta el intervalo parto-concepcion en 30 dias (Madoz y col., 2013) y que el
fluido en la luz uterina detectado por US se relaciona con una menor fertilidad en
vacas repetidoras (Jaureguiberry y col., 2016). Sin embargo, esta informacion es
desconocida en vacas lecheras que padecen MET. Por otro lado, estd demostrado
que la ciclicidad ovérica evaluada por US es fundamental para lograr un SF de
manera oportuna (Bartolome y col. 2005). También, la tasa de concepcion a la
primera [A en un estro detectado es mas alta que la lograda en vacas sometidas a

un programa de IATF con un protocolo Ovsynch (Jobst y col., 2000; Tenhagen y
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col., 2004). De manera que, la actividad ovarica desempefia un rol fundamental en

el éxito reproductivo en los rodeos lecheros.

Si bien, todos los trabajos expuestos anteriormente indican que la
inactividad ovarica, la MET y la presencia de procesos inflamatorios en el utero
alteran la eficiencia reproductiva en vacas lecheras, todavia se desconoce
completamente qué ocurre con la salud uterina y con la actividad ovérica de las
vacas que padecen MET vy, por tanto, no se sabe como es la fertilidad futura de esas

vacas en su lactancia.

4.1 OBJETIVOS

Los objetivos de este capitulo fueron:

a Evaluar el estado clinico del tracto reproductivo (litero y ovarios) en vacas

lecheras que padecieron MET.

b. Evaluar la fertilidad post-MET de las vacas lecheras dentro de la misma lactancia.

4.2 HIPOTESIS

Las hipotesis mas relevantes de este capitulo fueron:

a. Elestado de salud del tracto reproductivo (Gtero y ovarios) en las vacas lecheras
que han padecido una MET no se encuentra comprometido.
b. La fertilidad de las vacas que padecen una MET no queda comprometida dentro

de la misma lactancia.
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4.3 MATERIALES Y METODOS
En este capitulo se realizaron dos estudios en un establecimiento comercial
ubicado en Carlos Casares, provincia de Buenos Aires, Argentina (35°37 'S, 61 °

22 " W) descripto previamente (para mas detalles ver los dos capitulos anteriores).

4.3.1 ESTUDIO 1

4.3.1.1 Diseiio experimental

Se realiz6 un estudio observacional retrospectivo en el que se emplearon los
registros productivos y reproductivos de 642 vacas que fueron diagnosticadas con
MET por US (28 - 42 d post-IA) entre el 1 de enero de 2011 y el 31 de diciembre
de 2015. La recoleccion y la extraccion de los datos se realizd con el software

comercial DIRSA (Dirsa S.A., Gonnet, Argentina).

4.3.1.2 Criterios de seleccion y muestreo

Se utilizo la definicion de MET descripta anteriormente. Se estimo el
intervalo de tiempo (en dias) entre el parto y el SF en las vacas que registraban una
MET en esa gestacion, y se lo denomin6 PRE-MET. Ademas, para esas mismas
vacas se determino el intervalo de tiempo entre la MET vy el siguiente SF, y se lo

llamo6 POS-MET.

Criterios de inclusion: Se consideraron validos los registros productivos y
reproductivos que tenian: 1- un diagnostico de MET por US entre los 28 - 42 dias

post-1A.; 2- registro de las fechas de parto, de la primera IA y del SF después del
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parto y de la MET; 3) al menos un dato de produccion de leche 14+£3 d previo al
SF. Las vacas que tuvieron mas de un evento de MET dentro de la misma lactancia
0 que no cumplieron con alguno de los criterios de inclusion fueron excluidas del
estudio (n=42). El periodo de espera voluntario empleado fue de 50 d, mientras que

el periodo de espera entre la MET y el alta reproductiva fue de 14+3 d.

4.3.1.3 Analisis estadistico

La asociacion entre la MET y la tasa de riesgo instantdnea de prefiez (TRI)
se evalud con un modelo de Riesgos Proporcionales de Cox mediante el
Procedimiento PHReg de SAS. Los periodos de riesgo (de padecer el evento
prefiez) considerados fueron el intervalo de tiempo entre el final del periodo de
espera voluntario (50 DEL) y el final del estudio (300 d post- espera voluntaria)
para el grupo PRE-MET, y el intervalo de tiempo entre el alta reproductiva post-
MET (14 d post-MET) y el final del estudio (300 d post-MET) para el grupo POS-
MET. El modelo también incluy6 los efectos fijos del nimero de partos (1 vs. 2 vs.
>3) y de la produccion de leche diaria previa al SF (como predictor continuo). Por
otra parte, para mejorar el ajuste del modelo se incluy¢ el efecto de los DEL al SF.
Por ultimo, se utiliz6 un modelo de supervivencia de Kaplan-Meier mediante el

Procedimiento LIFETEST de SAS para estimar el intervalo de tiempo a la prefiez.

4.4 RESULTADOS
Se excluyeron 125 animales del grupo POS-MET (censura a la izquierda)
debido a que fueron refugados por las siguientes causas: (cojera = 44, tuberculosis

= 13, mastitis = 57 y muerte = 11). La MET se asocio6 con el riesgo instantaneo de
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prefiez, debido a que las vacas POS-MET tuvieron una tasa de riesgo instantaneo
de prefiez mayor que las vacas PRE-MET (TRI = 1,267, IC del 95% = 1,045 —
1,537, P <0,01). Ademas, las vacas POS-MET tardaron 15 d menos en quedar
prefiadas que las PRE-MET (mediana [IC 95%], 9 [9 — 10] vs. (24 [23 - 26] d., P
<0,01, Figura 4.1).

Por otra parte, la TRI de prefiez no se asocid con el nimero de partos (P =
0,91, TRI= 1,035 [IC del 95% = 0,855 — 1,252] y TRI = 1,034 [IC del 95% = 0,872
— 1,226] para vacas de 2 y >3 partos, respectivamente). La TRI de prefiez tampoco
se asocio con la produccion de leche (TRI = 1,013 [IC 95% = 0,971 — 1,057], P =
0,6). Por ultimo, la TRI de prefez se relacion6 con los DEL-SF, debido a que la
tasa de riesgo instantdneo de prefiez disminuyd cada 21 dias por encima de la media

(TRI=0,815 [IC 95% = 0,770 — 0,864], P <0,01).
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Figura 4.1. Intervalo de tiempo hasta la prefiez en vacas lecheras antes de la MET
(PRE-MET, n= 642) y después de padecer un evento de muerte embrionaria tardia
(POS-MET, n=517).

En el grupo POS-MET se censuraron a la izquierda 125 animales (cojera = 44,
tuberculosis = 13, mastitis = 57 y muerte = 11) y a la derecha otras 171 vacas que
no registraron SF. La muerte embrionaria tardia (MET) se defini6 como la ausencia
de latidos cardiacos del embrion o la evidencia de membranas fetales desprendidas
o de estructuras flotantes detectadas mediante ultrasonografia transrectal 28 - 42 d
post-IA (Lopez-Gatius y Garcia-Ispierto, 2010).
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4.3.2 ESTUDIO 2

4.3.2.1 Disefio experimental

Se realizé un estudio observacional transversal en el que se emplearon vacas
multiparas de raza Holstein. EI nimero de vacas lecheras con MET a evaluar se
estimo con una prevalencia esperada del 25%, un nivel de confianza del 95% y un

poder del 80% (n=46) (de Blas y col., 2006).

4.3.2.2 Criterios de seleccion y muestreo

Entre marzo de 2017 y octubre de 2018 se realizaron visitas al mismo
establecimiento descripto anteriormente y se evaluaron las vacas seleccionadas a
los 14+3 d después del diagnostico de MET. En cada visita se evalud el flujo vaginal
obtenido con Metricheck, se muestred el Utero con la técnica del Cytobrush vy,
ademas, se detecto la presencia de estructuras ovaricas y de fluido en la luz uterina

mediante US.

4.3.2.3 Diagndstico de endometritis clinica y de ES

Se considerd que las vacas padecian endometritis clinica cuando contenian
pus en el flujo vaginal a partir de los 21 DEL (Sheldon y col., 2006). A las vacas
con flujo cero (n= 46) se les efectud el diagndstico de ES, se realizé un cepillado
endometrial por medio de la técnica de Cytobrush (CB). Para esto se utilizd una
pistoleta de acero inoxidable que consta de dos partes, una pieza tubular externa y

un vastago interno que posee 1 cm de rosca en su extremo anterior. Al extremo



81

anterior se le ados6 un cepillo estéril utilizado en ginecologia humana (Medibrush
XL ®, Medical Engineering Co, SA). Ademas, se le coloco una vaina de A (IVM
Technologies, Francia) cubriendo la pistoleta y el cepillo. Posteriormente, previa
limpieza de la zona vulvar, la pistoleta se introdujo via vaginal para después
atravesar los anillos cervicales por una maniobra similar a la de IA. Una vez pasado
el cérvix, se expuso el cepillo al endometrio y con la mano que estaba ubicada en
el recto se ejercid una leve presion para favorecer el contacto con la pared
endometrial. Luego se roto el cepillo unas 4 veces, se retrajo el cepillo para que

quede protegido nuevamente por la vaina plastica de inseminacién y, finalmente,

se retird la pistoleta. Figura 4.2.
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Figura 4.2 Fotografias del instrumental utilizado en el estudio para realizar el
cepillado del endometrio. A) pistoleta armada y por debajo, las partes que la
forman; B) porcion anterior de la pistoleta, donde se observa el cepillo y la vaina

que lo recubre.

Una vez tomada la muestra, se desmonto el cepillo de la pistoleta, se lo rotd
sobre un portaobjetos nuevo, se rotuld y fijo para preservar la morfologia celular.
Se utiliz6 un fijador comercial de cabello en aerosol (Roby, Argentina) para rociar
finamente el portaobjetos. Una vez en el laboratorio, las muestras se colorearon con
tincion comercial diferencial rapida tipo Giemsa modificada, Tincioén 15 (Biopur,

Argentina). Figura 4.3.

Figura 4.3 Fotografias del procesamiento de la muestra en el laboratorio. A

coloracion del extendido con tincion 15; B secado de las muestras.



83

El conteo celular se realiz6 con un microscopio optico (Nikon Eclipse E200,
Japon) con un aumento de 400 veces (40 X). Por ultimo, se contaron 200 células en
cada preparado y se obtuvo el porcentaje de PMN. Se utiliz6 un punto de corte del

5% de PMN para diagnosticar ES (Madoz y col. 2014). Figura 4.4

Figura 4.4 Microfotografia de un extendido de citologia endometrial.

4.3.2.4 Evaluacion de estructuras ovaricas y de la presencia de fluido uterino
La evaluacion se realiz6 via US transrectal con un transductor lineal de 7,5
MHz (Esaote Tringa Linear Vet, Pie Medical). En esta evaluacion se recorrid todo
el utero y se midi6é el didmetro de la luz uterina (en milimetros) para detectar
presencia de fluido luminal en la base de uno de los cuernos. Se considerd una luz
uterina de >2 mm como indicativa de presencia de liquido en el itero (Jaureguiberry

2016). Ademas, se midié el tamano folicular (en milimetros) y se registrd la
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presencia de CL en los dos ovarios. La actividad ovérica se definid como la

presencia de CL en cualquiera de los dos ovarios o de foliculos >10 milimetros.

4.3.2.5 Analisis estadistico
La proporcion de vacas con endometritis clinica, con ES, con fluido uterino
y con actividad ovérica a los 14£3 dias post-MET se estim6 mediante analisis

descriptivo de los datos con el Procedimiento Univariate de SAS.

4.5 RESULTADOS

El andlisis descriptivo de las vacas que habian padecido una MET detecto
que 1443 dias mas tarde, el 100% (46/46) tenian flujo vaginal normal (flujo sin
rastros de pus), que el 21% (10/46) tenia ES, que el 17% (8/46) tenia fluido en el

utero y, finalmente, que el 15% (7/46) padecen de anestro.

4.6 DISCUSION

Los resultados obtenidos de que las vacas POS-MET tardan 15 d menos en
prefiarse y que tienen una TRI de prefiez mayor que las PRE-MET soporta la
hipdtesis planteada que propone que las vacas que padecen un evento de MET no
quedan con su fertilidad comprometida en esa misma lactancia. Ademas, el hallazgo
de que las vacas que sufren una MET a las dos semanas poseen el tracto
reproductivo relativamente normal (21% de ES y 17% de fluido uterino) y buen
nivel de actividad ovarica (85%) concuerda con la hipdtesis planteada de que el
estado de salud del tracto reproductivo (Gtero y ovarios) en las vacas lecheras que

han padecido una MET no permanece comprometido. Una de las ventajas del
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enfoque utilizado en este capitulo es que reduce la variacion entre animales, debido
a que evalua la fertilidad de las mismas vacas antes y después de la MET dentro de
la misma lactancia, pero como contrapartida los animales estan en dos momentos
diferentes de la lactancia. Es decir, las vacas PRE-MET producian 35,17 £ 0,32 kg
leche / d al momento de recibir su SF, mientras que las vacas POS-MET producian
31,45 £ 0,33 kg leche / d al recibir su SF como minimo dos meses mas tarde. En el
trabajo presentado en el capitulo 2, se comparan dos grupos de vacas diferentes,
uno que padece MET y otro que no, y lo que se observa es que el intervalo parto -
parto se prolonga a consecuencia de la MET (108 d, Quintero Rodriguez y col.,
2019). Si bien en este capitulo no se evaluaron las posibles causas de la MET, los
datos obtenidos nos muestran que las vacas vuelven a prefiarse rapidamente después

del evento de MET.

El hallazgo de la asociacion entre los DEL-SF y la tasa de riesgo de prefiez
coincide con lo reportado por Kim y Jeong (2019) y por Rearte y col. (2018) quienes
encontraron que la chance de prefiez disminuye a medida que avanzan los DEL.

El porcentaje de vacas con ES post-MET fue del 21%, lo que coincide con
el 17% reportado por Madoz y col. (2013) en rodeos en Argentina. Otros grupos de
investigacion extranjeros han informado prevalencias mas elevadas, del 34 y 35%
(Kasimanickam y col., 2005), del 52% (Hammon y col., 2006) y del 53% (Gilbert

y col., 2005) en vacas postparto pero en rodeos de produccion estabulada.

Nuestro hallazgo del 17% de las vacas con MET tenian fluido uterino
coincide con lo reportado por Jaureguiberry y col. (2016) quienes informan que un
20% de las vacas repetidoras tenian >2 mm de fluido en la luz uterina. Si bien, el

17% de las vacas tuvo fluido en el tutero, la fertilidad no se vio comprometida
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porque las vacas se prefaron rapidamente (15 d antes con respecto a vacas PRE-
MET). Por tanto, la salud uterina de las vacas que padecen una MET rapidamente
se recupera y la proporcion de vacas afectadas se halla dentro de los pardmetros
esperados. Esto concuerda con nuestra hipodtesis que indica que la eficiencia

reproductiva posterior a la MET no estaria comprometida por la salud uterina.

El hallazgo de que el 15% de las vacas post-MET tenian anestro a los 1443
d después de la MET coincide con el 14% reportado por Galvao y col. (2004), y
con Rhodes y col. (2003) quienes indican que entre el 13 y 48% de las vacas
lecheras padecen anestro al comienzo de la temporada del servicio. Por tanto, estos
resultados corroborarian la hipdtesis de que las vacas que padecen MET

rapidamente recuperan su actividad ovérica.

Finalmente, en este trabajo se observo que 19,5% (125/642) de las vacas con
MET se rechazaron por problemas de salud y muerte (se las consideré como censura
a la izquierda en los analisis de supervivencia) y, ademas, que otro 26,6% (171/642)
de las vacas no registro SF (se las consideré como censura a la derecha en los
analisis de supervivencia). Esto significa que el 46,1% (296/642) de las vacas no
registraron un SF después de la MET. En este sentido, Hadley y col. (2006) y Nor
y col. (2014) reportan una tasa media anual de rechazo en los rodeos lecheros que
oscila entre el 19 y 38%. Por tanto, si considerdsemos a todas las vacas que no
registraron un SF durante el estudio como refugos, ese valor alcanzaria un 46,1%
de rechazo, lo que seria levemente superior a los valores esperados previamente
descriptos.

Cabe mencionar que en el establecimiento donde se realizo este estudio, los

refugos se basan primordialmente en la produccion de leche. Por tanto, la
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produccion de leche actuaria como un factor protector contra el rechazo de las vacas
(Rilanto y col., 2020). Lo que lamentablemente no podemos evaluar es si las causas
de refugo (p.ej.: mastitis, cojeras, etc.) tienen alguna relacion con las causas de
MET. Tampoco se puede dilucidar si las fallas en lograr un SF guardan alguna
vinculacion con las propias causas de MET.

No obstante, como se menciond previamente, el foco de nuestro estudio no
se centrd en los factores de riesgo de refugo y, por tanto, no podemos mas que
proponer que los motivos de refugo (tal como enfermedades) pudieron no solo
haber influido en la tasa de rechazos si no también en las MET. Se ha reportado,
por ejemplo, que la cojera clinica se asocia con la MET y con la muerte fetal 35 a
90 d post IA (Alawneh y col., 2011) y que vacas con mastitis clinica dentro de los
45 d post-IA se relaciona con mayor riesgo de perder la gestacion durante los
préximos 90 d (Risco y col., 1999).

Finalmente, hasta donde tenemos conocimiento, este es el primer estudio
que evalta cémo es la salud del tracto reproductivo (flujo vaginal, fluido uterino y
actividad ovarica) y qué ocurre con la eficiencia reproductiva de las vacas lecheras

que padecen MET dentro de la misma lactancia.

4.7 CONCLUSIONES.

Se concluye que las vacas que padecen MET restablecen rapidamente tanto
la salud uterina como la funcionalidad ovéarica y, ademads, que la fertilidad no

permanece comprometida después de la MET dentro de esa misma lactancia.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

Las conclusiones de este trabajo de tesis son: 1- que el nimero de partos y
el balance energético son factores de riesgo de MET, debido a que la chance de
padecer MET aumenta en las vacas multiparas y con una CC menor a 2,5 al
momento de la MET; 2- que la MET impacta negativamente en la eficiencia
reproductiva, debido a las vacas con MET tardan 108 dias mas en prefiarse que sus
compafieras; 3- que la presencia del virus de la VDVB es un factor de riesgo de
MET, debido a que las vacas seropositivas o que seroconvierten tienen mayores
chances de padecer MET que sus compaiieras; 4- que se detectd la presencia de
VDVB en el conceptus de vacas que seroconvirtieron para VDVB; 5- que las vacas
que padecen MET no tienen afectada tanto la salud uterina como la funcionalidad
ovarica; y finalmente, 6- que después de la MET la fertilidad no permanece

comprometida dentro de esa misma lactancia.
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ANEXOS

Anexo 3.1 Distribucion proporcional de las muestras de vacas lecheras con MET (n=46) y sin MET (n=46), segun los titulos neutralizantes

e inhibicidn porcentual para diarrea viral bovina (VDVB) y para rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR).

Técnica de Virus Neutralizacion Test de ELISA
Titulo 2yDVB-1 VDVB-1 3IBR-1 IBR-1 4VDVB- VDVB-2 5IBR-2 IBR-2 SInhibiciéon | BVDV-1 BVDV-1 BVDV-2 BVDV-2
MET (n) | No-MET (n) | MET (n) | No-MET (n) 2 MET No-MET MET (n) | No-MET (n) | porcentual | MET (n) | No-MET (n) | MET (n) No-MET
(n) (n) (n)

0/0 3 1 3 8 <90 1

1/2 2 3 3 7 2 3 95 1 4

1/4 10 10 7 9 96 1 4

1/8 1 1 12 15 14 8 97 2 3 4 2

1/16 8 11 1 8 10 98 3 3 2 7

1/32 1 4 7 4 2 5 6 5 99 6 6 5 4

1/64 7 3 2 4 3 2 2 100 9 6 8 6

1/128 |9 10 1 5 4 2 1 101 9 9 8 8

1/256 10 8 4 9 2 102 6 8 4 4

1/512 7 9 11 10 103 5 4 4 6
1/1024 | 9 4 5 104 1 2 2 1
1/2048 | 3 3 6 2 105 2 4 4 4
1/4096 3 106 1 1

1/8192 2 107
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MET: muerte embrionaria tardia definida como la ausencia de latidos cardiacos del embridn o la evidencia de membranas fetales desprendidas
o de estructuras flotantes detectadas mediante ultrasonografia transrectal 28 - 42 d post-IA

No-MET: se establecié como vacas con diagndstico positivo de prefiez 28 - 42 d post-IA mediante US

ITitulo: Dilucién utilizada;

2VDVB -1: titulo sérico para diarrea viral bovina al primer muestreo (dia 0);

3VDVB -2: titulo sérico para diarrea viral bovina al segundo muestreo (dia 28);

“IBR-1: titulo sérico para rinotraqueitis infecciosa bovina al primer muestreo (dia 0);

SIBR-2: titulo sérico para rinotraqueitis infecciosa bovina al segundo muestreo (dia 28 d después del dia 0);

SInhibicion porcentual: determina la presencia o ausencia de anticuerpos de VDVB medido épticamente a una longitud de onda de 450 nm,

donde un resultado <50% es considerado negativo y un valor >50% positivo.



Anexo 3.2 Titulos séricos para Neospora caninum (N. caninum) en vacas lecheras con MET (n=46) y sin MET (n=46).

ITitulo °N. caninum-1 | N. caninum-1 | 3N..caninum-2 | N. caninum-2
(titulo de corte 200) | MET (n) No-MET (n) | MET (n) No-MET (n)
<200 (negativo) 35 38 36 39
200 3 2 4 4
400 4 2 2 0
800 2 4 3 3
1600 2 0
3200 1 0

110

MET: muerte embrionaria tardia definida como la ausencia de latidos cardiacos del embrion o la evidencia de membranas fetales desprendidas

o de estructuras flotantes detectadas mediante ultrasonografia transrectal 28 - 42 d post-IA

No-MET: se establecié como vacas con diagndstico positivo de prefiez 28 - 42 d post-IA mediante US

ITitulo: Dilucidn utilizada;

2N. caninum-1: titulo sérico para N. caninum el dia 0;

3N. caninum-2: titulo sérico para N. caninum al segundo muestreo (28 d después del dia 0).
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