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RESUMEN

Utilizando secuenciacion gendmica de nueva generacion, se determiné las poblaciones
bacterianas que existen en el Gtero de vacas adultas dentro de en un protocolo de
sincronizacion de estrégenos-progestagenos de 8 dias fueron determinadas. En donde se
tomaron muestras en el dia O y dia 8, se realiz6 inseminacion artificial a tiempo fijo
(IATF) el dia 10. Las muestras fueron secuenciadas en el Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo, A.C., por un sistema Illumina Myseq. Previamente se llevd
a cabo una citologia uterina con la técnica de citocepillo en el dia 0 y se hizo un barrido
en una laminilla, que posteriormente se fijo y tifid para diagnosticar endometritis
subclinica. Se determind la gestacion mediante ultrasonido el dia 30 post IATF. Los
parametros analizados y comparados con las poblaciones presentes en el utero son: dias
abiertos, raza, condicion corporal, porcentaje de polimorfonucleares, diagnostico de
endometritis subclinica, actividad ovarica y gestacion a primer servicio. Esta
investigacion pretende aportar informacion necesaria para poder determinar si existe una
relacion entre la microbiota uterina y la gestacion, esto con el fin de contribuir a generar
protocolos para mantener la microbiota uterina equilibrada y mejorar el porcentaje de
prefiez.

La prevalencia aparente de endometritis subclinica en ganado de carne (n=32) es de
6.25% y prevalencia real de 2.27% con un nivel de confianza de 95%, con una
sensibilidad de 60% y una especificidad del 95%. Se obtuvo un 40% de prefiez (14/35).
Se secuenciaron 33 filums diferentes, con una abundancia relativa de 34% Firmicutes,
30% Proteobacteria, 18% Bacteroidetes, 9% Actinobacteria... para las muestras
obtenidas en el dia cero. La abundancia relativa de muestras del dia 8 fue 28%
Firmicutes, 28% Proteobacteria, 14% Bacteroidetes, 14% Fusobacteria... Se encontro
diferencia significativa (p<0.05) para el incremento de Fusobacterium entre el dia 0 y
dia 8 de muestreo de vacas carnicas dentro de un protocolo de sincronizacion e
inseminacion a tiempo fijo. Las vacas que se prefiaron tuvieron menos OTU el dia 8 que

el dia 0 para las bacterias del filum Fusobacteria.



ABSTRACT

Using next generation genomic sequencing (NGS), the bacterial populations that exist in
the uterus of adult cows within an 8-day estrogen-progestogen synchronization protocol
were determined. Where samples were taken on day 0 and day 8, fixed time artificial
insemination (IATF) was performed on day 10. The samples were sequenced in Centro
de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C., by an lllumina MySeq Sequencing
System. Previously uterine cytology was performed with the cytobrush technique on day
0 and a sweep was performed on a slide, which was subsequently fixed and dyed to
diagnose subclinical endometritis. Pregnancy was determined by ultrasound on day 30
post IATF. The variables analyzed and compared with the bacterial populations present
in the uterus are days open, breed, body condition, percentage of polymorphonuclears,
diagnosis of subclinical endometritis, ovarian activity and pregnancy at first service.
This research aims to provide the necessary information to determine whether there is a
relationship between the uterine microbiota and pregnancy, this in order to help design
protocols to keep the uterine microbiota balanced and improve the percentage of

pregnancy in cows.

Results: The apparent prevalence of subclinical endometritis in cattle (n-32) is 6.25%
and actual prevalence of 2.27% with a confidence level of 95%, with a sensitivity of
60% and a specificity of 95%. A 40% pregnancy (14/35) was obtained. 33 different
bacterial filums were sequenced, with a relative abundance of 34% Firmicutes, 30%
Proteobacteria, 18% Bacteroidetes, 9%, Actinobacteria samples obtained on day zero.
The relative abundance of samples of day 8 was 28% Firmicutes, 28% Proteobacteria,
14% Bacteroidetes, 14% Fusobacteria. A significant difference was found (p<0.05) for
the increase in Fusobacterium filum between day O and day 8 of sampling of cows
within a protocol of synchronization and ITAF. Pregnancies after the IATF program had

less OTU on day 8 than day O for Fusobacteria bacterial filum.
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INTRODUCCION

En la ganaderia una de las metas es lograr que las vacas produzcan una cria al afio,
tomando en cuenta que la gestacion dura en promedio 285 dias y un afio tiene 365 dias,
solo se tiene 80 dias despues del parto como periodo para que la vaca pueda quedar
prefiada nuevamente y asi se cumpla el tener una cria al afio, sin embargo, por

condiciones multifactoriales, en muchos casos, no se logra la meta.

En el ganado bovino una disbiosis uterina (alteracion de la microbiota del utero) puede
causar patologias que repercuten en la fertilidad. (Sheldon et al., 2017; Bogado et al.,
2017; Barajas et al., 2018). En el origen de la inflamacion se origina el nombre de las
enfermedades uterinas; metritis es la inflamacion de la pared uterina, usualmente
presentada entre el dia 20 postparto, ésta puede presentar fiebre hasta signos de toxemia
(Sheldon, 1999; Haimerl et al., 2017), la endometritis es la inflamacion del endometrio,
se caracteriza por secreciones vaginales mucopurulentas usualmente presentada despues
de los 21 dias posparto. En esta enfermedad, la vaca afectada puede no presentar signos
y si este es el caso, es llamada endometritis subclinica. Bicalho et al. (2017 a)
encontraron un incremento de Fusobacterias y Bacterioidetes en vacas con metritis
comparada con sanas. Y han encontrado E. coli y Trueperella presente en vacas con
endometritis. (Wang et al., 2018; Sheldon et al., 2006; Carneiro et al., 2016; Brodzki et
al., 2014). El tratamiento mas comun para estas enfermedades es la administracion
intrauterina de antibidticos para combatir la infeccion, sin embargo, esto barre con la

microbiota comensal del érgano lo cual podria alterar la efectividad reproductiva.

La utilizacion de la tecnologia de secuenciacion de nueva generacion para la
determinacion de las poblaciones bacterianas presentes en el Gtero de las vacas que
estaran sometidas a manejos zootécnicos que permitan una gestacion, podria ser de
utilidad para identificar las condiciones en las cuales la ausencia, la disminucién o el
aumento de determinadas poblaciones bacterianas contribuye o repercute negativamente

en la gestacion.



ANTECEDENTES

En los afios 30s y 40s del siglo pasado, Fitch y Bishop (1932) asi como Clark y
Stevenson (1949) fueron pioneros realizando experimentos para determinar poblaciones
bacterianas en el (tero de bovinos y probablemente por las pobres técnicas de
aislamiento bacteriano y su identificacion, llegan a la conclusion que el Gtero esté libre
de bacterias; sin embargo, Conklin (1931) y Williams (1943) lograron aislar ciertos
microorganismos en Uteros con problemas clinicos; por lo que, la presencia de bacterias,

se asocio con un problema patologico.

A lo largo del tiempo se siguieron realizando investigaciones acerca de la microbiota
uterina en diferentes especies, Dawson en 1959 hace una recopilacion sobre algunos
estudios bacterioldgicos de uteros normales de vacunos, en donde concluye que de un
20-40% de los uteros examinados contienen bacterias; micrococcus fue el
microorganismo mas comun encontrado, aproximadamente en el 60% de las
recolecciones, siendo Streptococcus el segundo o tercer género mas frecuente. En
conejos las bacterias aisladas predominantes fueron Staphylococcus coagulasa negativa,

seguido por micrococcus sp. (Jacques et al., 1986).

Las nuevas técnicas de identificacion de bacterias, como el secuenciador de nueva
generacion, ha permitido reemplazar la caracterizacion de patégenos por su morfologia,
propiedades de tincion o su criterio metabolico y ahora identificarlas por su secuencia de
acido desoxiribonucleico, permitiendo ser mas precisos. (Behjati & Tarpey, 2013). El
filum mas encontrado utilizando esta técnica, en uteros de mujeres sanas, fue el
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria y Actinobacteria (Baker et al., 2018;
Franasiak et al., 2016; Moreno et al., 2016). De igual manera en bovinos los filums
encontrados son Firmicutes, Proteobacterias, Bacteroidetes y Fusobacterium siendo
estos dos ultimos potencialmente patégenos. (Bicalho et al., 2017b; Moore et al. 2017;
Jeon et al., 2015).



ANATOMIA E HISTOLOGIA DEL UTERO

El Gtero es un 6rgano muscular que se desarrolla a partir de los conductos de Muller, este
en la vaca, consta de dos cuernos, un cuerpo y un cuello o cérvix, en los rumiantes,
existen entre 70-120 estructuras llamadas carunculas distribuidas en el endometrio, las
cuales en animales prefiados se unen a los cotiledones de la placenta y forman el

placentoma.

El utero realiza diferentes funciones reproductivas como proveer el ambiente adecuado
para el desarrollo del embridn y ofrecer nutrientes para su desarrollo, asi mismo gracias
a los fluidos uterinos los espermatozoides adquieren la facultad de fecundar al ovocito,

proceso conocido como capacitacion. (Galina, 2008; Hafez, 1996; Youngquist, 2007).

El corte histoldgico del dtero esta conformado por el perimetrio, miometrio y endometrio
(Figura 1). El perimetrio estd localizado en la parte externa del Gtero, esta es una
membrana serosa y una delgada capa de tejido conectivo. EI miometrio esta formado por
fibras de musculo liso, acomodado de manera circular y gruesa en la capa interna, y en la
capa externa de manera longitudinal y menos gruesa, estas dos capas estan separadas por
una capa vascular. ElI endometrio es la mucosa interna que varia constantemente por los
cambios en los niveles de hormonas durante el ciclo estral. (Arai et al., 2013; Lee et al.,
2011). El epitelio es cilindrico simple o cubico simple con algunas porciones ciliadas,
debajo del epitelio luminal estd el estroma que estd formado por tejido conectivo y
glandulas uterinas que son tubulares, simples y ramificadas, se encargan de producir la
secrecion histotrofica y estan distribuidas a lo largo de todo el endometrio excepto en las
cartnculas; después esta el estrato compacto que es una zona organizada por fibroblastos
y se va perdiendo la organizacién mientras méas profundo, y se le llama estrato esponjoso

en el cual se encuentran vasos sanguineos y células del sistema inmune.

El sistema inmune es amplio y cambiante, las células natural Killer endometriales (eNK)
se encuentran en un endometrio sin gestacion; siendo las CD569" CD169™ NK las mas
abundantes, y una pequefia poblacién de CD56" CD16" NK que son especializadas en
destruir células infectadas. (Dosiou & Giudice, 2005). Los macrofagos y células

dendriticas constituyen 10-20% de los leucocitos uterinos. (Mori et al., 2016).
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Las células T, representan la tercera fraccion mas abundante de células inmunes en el
endometrio (Benner et al., 2018), y las células menos abundantes son los neutréfilos,
eosinodfilos, mastocitos, linfocitos (Figura 1). (Espejel & Medrano, 2017). Durante la
interfase materno-fetal en la prefiez, las células natural killer deciduales (dNK) son la
poblacion mas grande de leucocitos, estas tienen una baja citotoxicidad y residen en la
placenta. (Benner et al., 2018)

Figura 1. Representacion del corte histolégico del dtero de un bovino.

A) Perimetrio B) Miometrio C) Endometrio. Se simula una ampliacion en la zona del endometrio donde se
encuentran diferentes células. eNK=Natural killer endometriales, Neo=Neutrofilo, M®=Macréfagos,
CT=Células T, FB=Fibroblastos.

Las caracteristicas del endometrio varian en funcion con la fase del ciclo estral, estas
variaciones dependen en su mayoria del nivel de las hormonas esteroides, estrégenos y
progesterona. Los estrogenos provocan la proliferacion de la mucosa durante la fase
folicular o proliferativa, asi como la sintesis de receptores para progesterona de esta
manera los estrégenos preparan el Utero para la fase secretora o luteal que es dominada
por la progesterona. Estas modificaciones uterinas crean un ambiente favorable para la
implantacion del embrion y una prefiez exitosa. (Espejel & Medrano 2017; Lee et al.,
2011;Spencer T. & Hansen T. 2015).



El endometrio en su fase proliferativa es caracterizado por el incremento progresivo de
su grosor, incrementando el numero de células, al inicio de esta fase el endometrio es
delgado, el estroma se pierde y las glandulas cilindricas simples son escasas y el lumen
es estrecho. Con la accion de los estrdgenos la vascularizacion aumenta, las células
luminales y glandulares realizan mitosis y se presenta edema. Al final de esta etapa el
estroma se vuelve denso, las glandulas son grandes en numero, largas y sinuosas, el
epitelio luce pseudoestratificado y el lumen esta vacio. La fase secretora o luteal es el
periodo dominado por el cuerpo lateo funcional que secreta progesterona, el endometrio
alcanza su pico maximo de grosor, los vasos sanguineos se alargan notablemente, sas
glandulas son mas abundantes, tortuosas y acortadas, en esta fase desarrollan su
capacidad secretora. El epitelio glandular es simple cilindrico; sin embargo, en algunas
partes es cilindrico estratificado, y contiene una gran cantidad de vacuolas secretoras.
(Espejel & Medrano 2017). (Figura 2).

Ciclo Estr

S

- B

Figura 2. Representacién de las fases del ciclo estral de la vaca.

En la parte central se muestra como varia el endometrio dentro del ciclo, y en la parte inferior, las
diferentes estructuras de un ovario en las etapas del ciclo



CAMBIOS INMUNOLOGICOS

Durante la prefiez temprana el trofoblasto detiene la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad 1 lo cual le permite un desarrollo de la placenta normal y
sobrevivencia del feto, esto es esencial para que no exista un rechazo de parte de la
madre. En la placenta madura, el reconocimiento materno del MHC | desencadena una

respuesta inflamatoria que contribuye a la expulsion del alantocorion en el parto.

La expulsion del feto desencadena un proceso inflamatorio en el Gtero en el cual se
incrementa la produccién de factores activadores de neutrofilos, asi como interleucinas.
(Hopper, 2015).

PUERPERIO

El parto se completa después de la expulsion de las membranas fetales dentro de las
primeras 12 horas seguidas del nacimiento, una retencion ocurre cuando las membranas
no han sido expulsadas dentro de 24 horas. EIl periodo inmediato al parto se conoce
como puerperio, se puede dividir en puerperio temprano, puerperio clinico y todo el
puerperio; el puerperio temprano dura alrededor de 9 dias; el puerperio clinico dura
alrededor de 21 dias en donde el Gtero y los cuernos uterinos regresan a su tamafio
normal pero no su histologia estructural normal; todo el puerperio dura al menos 42 dias
durante el cual el utero recobra su estructura histoldgica normal. (Elmetwally, 2018).

INVOLUCION UTERINA

El Gtero después del parto debe volver a su tamafio y funciones de no gestante por lo que
ocurre un proceso de involucién en donde los cuernos y Gtero reducen su tamafio. Este
proceso es necesario para que la vaca vuelva a concebir. Una vez el feto es expulsado, la
oxitocina y prostaglandina F2a siguen actuando en el utero realizando contracciones las
cuales provocan la reduccion del tamafio de este. El aparato reproductor puede pesar 10
kg aproximadamente en la primera semana por lo que puede ser encontrado facilmente
en la porcion craneal de la cavidad pelviana durante la primera semana. Los cuernos se
acortan, pero permaneces engrosados durante la segunda semana. Después del dia 25 pp
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el Utero puede ser retraido a la cavidad pelviana por manipulacion rectal. La involucion
uterina es considerada completa cuando los cuernos han regresado a su tamafio, o casi su
tamafio similar no gestante y se encuentra en la cavidad pélvica con un tono y

consistencia normal. (Hopper, 2015).
REINICIO DE LA ACTIVIDAD OVARICA

Durante la prefiez las ondas foliculares siguen su ciclo normal con la excepcién de que
los foliculos dominantes no llegan a la ovulacién, sin embargo, durante los ultimos 21
dias de gestacion, no se encuentran foliculos de 6 mm o mayores (Adams & Singh,
2015), esto debido a que en las Ultimas semanas la placenta bovina aumenta la sintesis
de estradiol lo que provoca una retroalimentacion negativa sobre el hipotalamo,
inhibiendo asi la sintesis del Factor liberador de Gonadotropinas (GnRH) y
consecuentemente las hormonas hipofisiarias reprimiendo el crecimiento folicular.
(Henao, 2001). El estro y la ovulacion suelen suspenderse por la lactancia (anestro
lactacional), ademas la supresion del crecimiento folicular puede alargarse debido a una
mala nutricion, mala condicion corporal, la produccién de leche o desérdenes
patologicos. (Adams & Singh, 2015).

El reinicio de la actividad ovérica es esencial para una fertilidad normal y un aceptable
intervalo entre partos. Hacia el dia 50 post parto, alrededor del 95% de las vacas lecheras
inician sus ciclos ovaricos, pero solo un 40% en el ganado de carne lograra reiniciarlo
estos dias. (Hafez, 1996). El intervalo entre el parto y la primera ovulacion en ganado
lechero es en promedio 21 dias, siendo un rango de 10-55 dias, mientras que en el

ganado de carne el promedio esta en 30.6 dias. (Adams & Singh, 2015).

La recuperacion del ciclo estral depende de la interaccion entre el hipotdlamo e hipofisis
que ocurre en tres fases. Durante las primeras 2-4 semanas, después del parto, se
caracteriza por el escaso almacenamiento de LH en la hipdfisis anterior, el hipotalamo
empieza a liberar GnRH a el sistema porta-hipofisaria, un pulso cada 4 u 8 horas, lo que
permite un incremento de FSH provocando el reclutamiento temprano de foliculos. La
segunda fase esta relacionada con el incremento de la sensibilidad del hipotalamo sobre

el estradiol, creando una retroalimentacién positiva, aumentando la frecuencia de
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liberacion de pulsos de GnRH y asi se va acumulando progresivamente la LH en la
hipdfisis anterior. Por dltimo, en la tercera fase, es necesario despojar el
amamantamiento ya que esto genera una retroalimentacion negativa para el crecimiento
folicular. (Henao, 2001; Elmetwally, 2018)

CITOLOGIA UTERINA POST PARTO

Esta metodologia nos permite recolectar células que se encuentran en el tracto
reproductor femenino. La citologia uterina consiste en realizar un raspado con un cepillo
cervical las paredes endometriales, esto logrado, con una pistola de 1A adaptada en la
cual se pueda enroscar el cepillo citologico. (Madoz et al., 2013; Vallejo et al., 2014).
Con el raspado listo, se procede a realizar un frotis en una laminilla, para posteriormente
realizar una tincion con Diff Quick, una variante de la tincion de Romanowsky. (DeMay
2011).

El frotis visto desde el microscopio se observan diferentes tipos de células las cuales son
clasificadas como células anucleadas, superficiales, intermedias, parabasales y basales.
(Vallejo, et al., 2014). (Figura 3). Asi mismo pueden ser encontradas células ciliadas,
secretoras, eritrocitos, eosinéfilos, neutréfilos o células espermaéticas, en menor medida o

en casos particulares. (Figura 4).

Figura 3. Frotis de una citologia uterina en la vaca. A) Células superficiales B) Intermedias

C) Parabasales D) Basales



Figura 4. Frotis de una citologia uterina en la vaca mostrando oros hallazgos.

A) Moco cervical (Mucinas) B) Células Secretoras C) Espermatozoide D) Neutrofilos
ENDOMETRITIS

La endometritis subclinica se define como la inflamacion del endometrio sin signos
externos de enfermedad, la cual influye negativamente en las tasas de gestacion. La
informacion de la prevalencia de ganado lechero es amplia, sin embargo, la de ganado de
carne es muy pobre, un estudio realizado por Barajas et al., (2018) demostré una
prevalencia del 43% en bovinos de leche en el centro de México con endometritis

subclinica, el cual disminuyé la tasa de gestacion en un 11.4% en el primer servicio.

Los aislamientos de E. coli en el lumen del Utero son asociados con contaminacion fecal
durante el parto, sin embargo, solo algunas cepas con clusteres filogenéticos, llamadas E.
coli patégena endometrial (EnPEC), son asociadas con una enfermedad uterina.
(Sheldon et al., 2010). Como toda bacteria Gram Negativa los liposacaridos (LPS) son
los componentes principales de la pared celular, estos son reconocidos por TLR4 por las
células endometriales, una vez activado el TLR4 utiliza la via dependiente de MyD88
(Cronin et al., 2011). Esa via resulta en la degradacion de IkB que libera NF-xB que es
translocado al nucleo donde se une a sitios de kB en la region promotora de genes que

codifican citocinas proinflamatorias, como IL-1B, IL-6 e IL-8. (Figura 5), (Fitzgerald et
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al., 2001; Cronin et al., 2011). Células endometriales y células del estroma in vitro en
presencia de LPS secretan PGF,,, Prostaglandina E», IL-6, IL-8 e incrementan la
expresion de péptidos antimicrobianos MUC1, LAP y TAP. (Herath et al., 2009; Davies
et al., 2008). Los TLR1, TLR2 Y TLR6 responden a lipopolipéptidos teniendo como
respuesta la secrecion de I1L-6, IL-8, IL-1B in vitro. (Turner et al., 2014).

Otra bacteria asociada a endometritis es Trueperella pyogenes. (Wang et al., 2018;
Carneiro et al., 2016; Brodzki et al., 2014). Esta bacteria secreta una exotoxina llamada
piolisina O (PLO) que causa la lisis celular de eritrocitos, neutrofilos, macrofagos,
fibroblastos, células endometriales y células del estroma. (Griffin et al., 2018; Rzewuska
et al., 2019). PLO pertenece a las citolisinas dependientes de colesterol (CDCs) y hasta
ahora el gen (plo) que codifica para esta proteina ha sido detectado en todas las cepas
wild-type. (Rzewuska et al., 2019). Las quimiocinas, como IL-8 atrae neutréfilos y
macrofagos al sitio de infeccion o dafio tisular, donde estas células hematopoyéticas son
reguladas por citocinas como la IL-6 (Hurst et al., 2001). Las células dafiadas liberan
pasivamente IL-1a intracelular y si las células endometriales liberan proteina IL-1a si

hay bacterias o detectan PAMPs.

Figura 5. Células endometriales en presencia de dos bacterias potencialmente patdgenas.
E. coli y T. pyogenes que secreta piolisina O (PLO) la cual genera un canal y causa lisis celular, activando
la produccidn de interleucina 1 alpha (IL-1a). La IL- 10 activa su receptor lo cual conduce a la produccion
de interleucina 6 (IL-6) funciona como quimio atractor para los neutrofilos (Neu) las cuales fagocitaran
bacterias patogenas.

10



DESCRIPCION DE LA MICROBIOTA

Se define como microbiota el conjunto de microorganismos que se encuentran
generalmente asociados a tejidos sanos (piel, mucosas, etc.) de algin animal,
(Universidad de Navarra, 2020) estos residen en los tejidos de forma més o menos
permanente y en algunos casos realizan funciones especificas. Diferentes estudios
concuerdan en que los filums mayormente encontrados en el Utero de bovinos sanos son
Firmicutes, Proteobacterias, Bacteroidetes, Actinobacteria, y Fusobacterium siendo
Firmicutes y Bacteroidetes en mayor proporcién (Moore et al., 2017; Bicalho et al.,
2017b; Jeon, 2015).

-Firmicutes

Firmicutes es un filum gram positivo compuesto por bacterias anaerdbicas facultativas y
obligadas, y la mayoria puede formar endosporas, proporciondndoles una ventaja
evolutiva para la sobrevivencia en condiciones adversas. (Kim et al.,, 2017). Las
endosporas son estructuras no reproductivas en las que las bacterias se reducen a si
mismas cuando se encuentran en un ambiente estresante; estas estructuras pueden
sobrevivir en ausencia de nutrientes y son resistentes al oxigeno, a radiacion ultravioleta,
desecacidn, temperaturas extremas y a algunos desinfectantes quimicos. Esto le permite
a las bacterias sobrevivir durante largos periodos de tiempo para después reactivarse en

su estado metabolicamente activo cuando el ambiente sea favorable. (Kim et al., 2017).
-Proteobacteria

Proteobacteria es un filum que comprende una gran variedad de bacterias Gram
negativas. La mayoria de estas bacterias que se encuentran en el tracto intestinal son
anaerobias obligadas, y algunas son anaerobias facultativas. (Kim et al., 2017). Algunas
investigaciones sugieren que el incremento de este filum en la microbiota del intestino

puede provocar una disbiosis e incrementar el riesgo a una patologia. (Shin et al., 2015).
-Bacteroidetes

Bacteroidetes es un filum gram negativo y estd compuesta de bacterias aerobicas y
anaerobicas, no formadoras de esporas. (Kim et al., 2017). Esas bacterias también estan
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presentes en el intestino, y estas mediante la degradacion de carbohidratos liberan
algunos acidos grasos volatiles como acetato, propionato y butirato que son absorbidas
por el comensal, estan implicadas en el crecimiento epitelial, (Levy et al., 2017) asi
como también son responsables de la diferenciacion y estimulacion del sistema inmune.
(Smith et al., 2013).

-Actinobacteria

Actinobacteria es un filum que al igual que Firmicutes son gram positivas, pero en lo
que difiere es que contienen altas cantidades de G+C en su ADN. Este filum esta
compuesto por bacterias aerobicas y anaerdbicas. (Kim et al., 2017). Dentro de esta
clasificacion se encuentran las Bifidobacterias spp, que son uno de los mayores géneros
encontrados en tracto intestinal. (Rajilic, 2014); se ha considerado que algunas especies
tienen efectos probidticos, por lo que estan implicadas en la proteccion de patégenos
mediante diferentes procesos incluyendo exclusion por competencia, modulacion
inmunitaria y por la habilidad de adherirse en el moco del epitelio intestinal. (Buffie et
al., 2013; Picard et al., 2005).

PRoDUCCION DE MOLECULAS ANTIMICROBIANAS

Las bacterias comensales que habitan en el tracto uterino compiten por un nicho
invadiendo especies patdgenas, este término se le conoce como resistencia por
colonizacién (Buffie & Pamer, 2013). Las bacterias que se encuentran en el Utero
utilizan nutrientes para su sobrevivencia por lo que disminuyen en el ambiente los

nutrientes utilizados por otras especies.

Ciertas bacterias comensales secretan moléculas pequefias con actividad bacteriostatica o
bactericida, por ejemplo, en intestino Enteroccocus fecalis o Staphylococcus lugdunensis
0 E. coli cepa Nissle 1917 secretan pequefios peptidos que inhiben el crecimiento de
patdgenos como Staphylococcus aureus, Enteroccocus resistente a vancomicina o S.
typhimurium. (Ubeda et al., 2017).
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-Produccion de perdxido de hidrogeno

La produccién de perdxido de hidrogeno ha sido considerada un metabolito producido
por bacterias &cido lacticas que puede proteger contra infecciones urogenitales,
especialmente en vaginosis bacterianas. (Reid, 2008). La actividad antimicrobiana de
este compuesto es debida a su potente efecto oxidante en las células bacterianas que

puede llegar a destruir las moléculas estructurales basicas de las proteinas celulares.
-Produccidn de bacteriocinas

Algunas bacterias &cido lacticas producen bacteriocinas, sustancias proteicas con

actividad antimicrobiana contra algunos géneros de bacterias. (Suskovic et al., 2010)
-Produccion de didxido de carbono (CO.)

El CO2 tiene una actividad antifingica ya que se ha observado que inhibe la
descarboxilacién enzimética y esto provoca la acumulacion de lipidos en la membrana
resultando en una disfuncion en la permeabilidad. Otro mecanismo por el cual el CO>
tiene un papel antimicrobial es que crea un ambiente anaerébico por lo que las bacterias

aerdbicas se veran perjudicadas (Suskovic et al., 2010).
-Produccidn de reuterina y reutericiclina

Aislamiento de Lactobacillus reuteri producen dos compuestos, reuterina y reutericiclina
las cuales son activas en contra de bacterias Gram positivas. Reutericiclina es un
derivado del &cido tretamerico y reuterina es una mezcla entre formas de monémero
hidratado y dimero ciclico de B-hidroxipropionaldehido que tiene actividad inhibitoria

incluyendo protozoarios y hongos (Suskovic et al., 2010).
-Produccidn de acido lactico

Las bacterias acido-lacticas como lactobacillus y lactococcus pertenecen al filum
Firmicutes, son un género de bacterias gram positivos acido-tolerantes de las cuales,
algunas realizan glucdlisis anaerobia a partir del glucdgeno de las células endometriales,
obteniendo como producto final &cido lactico. Estas bacterias juegan un rol importante
en mantener el endometrio saludable, estudios mencionan que en mujeres sanas los

filums principalmente encontrados son Firmicutes y Bacteroidetes (Baker et al., 2018;
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Moreno et al., 2016; Tao et al., 2017) asi como en bovinos los principales son Firmicutes
y Proteobacteria (Bicalho et al., 2017b; Jeon et al., 2015; Moore et al., 2017). La
concentracion de acido lactico producida por los lactobacilos estd estrechamente
correlacionado con el pH (O’Hanlon et al., 2013) y muy probablemente con el del tutero.
El &cido lactico se produce por metabolismo homofermentativo, a partir de hexosas, o
metabolismo heterofermentativo, a partir de pentosas o hexosas, dependiendo la especie
bacteriana (Gértner et al., 2015; Zhang et al., 2015). Esto es mediante una enzima
Ilamada lactato deshidrogenasa, la cual utilizando como cofactor NADH* H* transfiere

dos H al piruvato dejando como residuo L-Lactato y NAD* (Figura 6).

o, 0O o, O

\c 7 NADH + H* \\c 7/
I \ NAD* I
C=0 — Zal ~HO—C—H
I Lactato deshidrogenasa I
CHs3 CHs3
Piruvato L-Lactato

Figura 6. Reduccion de piruvato a L-Lactato mediante la enzima lactato deshidrogenasa.

ESTIMULACION DEL SISTEMA INMUNE

La microbiota desempefia un rol importante en el sistema inmunitario, ya que son las
responsables del envejecimiento de los neutr6filos por el constante estimulo de la via
TLR-MyD88. (Zhang, et al., 2015). Todos los TLR; a excepcién del TLR3, se activan
por esta via. Una vez activados los receptores tipo toll provoca la union de MyD88 el
cual recluta IRAK1 e IRAK2. IRAK4 activa IRAKL1 que posteriormente se autofosforila
en diferentes sitios y se libera de MyD88 (Wang et al., 2014). IRAK1 se asocia con
TRAF6 y junto con enzimas de conjugacion con ubiquitina UBC13 y UEV1A promueve
la poliubiquitinacion de TRAF, asi como del complejo proteina quinasa TAK1. TAK1 se
une con TAB1, TAB2, TAB3 que interactian con la poliubiquitinacién formando un
complejo activo (Ajibade et al., 2013). Este complejo activa dos vias, la activacion del
14



complejo IKK-NF-Kb (IKK complex-NF-kB) y la via MAPK. TAKI1 fosforila el
complejo y activa IKKB degradando IKKA mediante el proteosoma, una vez libre ikkb

se traslada al nucleo para inducir la expresion de genes proinflamatorios.

La otra via por medio de la familia MAPK, asi como ERK1 y JNK que median la
activacion de factores de transcripcion o estabilizacion de mMRNA para regular respuestas
inflamatorias. (Figura 7), (Kawasaki & Kawai, 2014).

TLR4

Figura 7. Representacion de la Activacion de la via de sefializacion TLR/MyD88.
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MICROBIOTAEN LA IMPLANTACION

Dentro de la fisiologia de la reproduccion animal la implantacion es indispensable para
el desarrollo del embrion pues es un proceso complejo en el cual el embrién se fija en la
pared uterina de la madre mediante diferentes mecanismos. Existe una comunicacion
entre el embrion y el Utero y ésta es esencial para el desarrollo embrionario y lograr la

prefiez.

El embridn bovino llega al utero en estadio de morula, aproximadamente en el dia 4 de
prefiez. Durante los siguientes tres dias las células se siguen dividiendo y compactando
hasta convertirse en blastocisto, el cual contiene una masa celular interna que dara lugar
al feto, asi como el trofoectodermo, que dara lugar a la placenta. En el dia 8-9 el
blastocisto eclosiona de la zona pellcida, cambiando su morfologia esférica por una
forma ovoide en donde el trofoectodermo se va alargando en forma filamentosa entre el
dia 12-14. (Spencer T. & Hansen T. 2015). El trofoectodermo secreta hCG que provee
una sefial directa para las celulas epiteliales del endometrio. Las células del
trofoectodermo migran entre las células del endometrio desplazandose y penetrando
hasta su membrana basal. El proceso de implantacion se puede dividir en tres pasos:
aposicion, adhesion e invasion. La aposicidn es facilitada por protrusiones de las células
epiteliales llamadas pinopodos, las cuales rodean la fosa en las glandulas endometriales.
El embrion realiza un anclaje a las glucoproteinas celulares y consiguientemente la
adherencia por mucinas. Una vez que las moléculas de adhesién entre el blastocisto y el
Utero estan unidas, las células del trofoblasto se adhieren a las células del endometrio,
muchas familias de adhesidn estdn envueltas en este mecanismo como las integrinas,
tastinas, proteoglucanos heparan sulfato, glicanos y cadherinas. El Gltimo paso es la
invasion. El trofoblasto se empieza a diferenciar y el endometrio se transforma
(deciduacion), las células del trofoblasto invaden el tejido uterino estableciendo de esta
manera una comunicacion entre el feto y la madre por medio de capilares que le son

utiles para desechar residuos y obtener nutrientes. (Cha et al., 2012; Elder et al., 2011).

El periodo de implantacion estd caracterizado por el incremento de citocinas

proinflamatorias como IL-6, IL-8, LIF y TNFa con implicaciones en el reclutamiento y

16



activacion de células inmunes del endometrio, los linfocitos CD56bright, CD16dim,
y las células eNK secretan [FNy, TNFa y factor estimulador de colonias granulocitos-

macrofagos (GM-CSF) e interleucina 10 (IL-10).

La presencia de bacterias comensales puede alterar el balance de células T en la mucosa,
y las citocinas que esta genera puede afectar al ambiente inmunitario, por lo que son
importantes en una implantacion y placentacion sana, ya que la presencia de la

microbiota las células uNK son potencialmente afectadas (Benner et al., 2018)

Se ha demostrado que la implantacion disminuye 23.1 vs 60.7% y en tasas de prefiez
declinan 13.3 vs 58% cuando las mujeres muestran un endometrio que no esta dominado
por lactobacillus. (Benner et al., 2018). Existen dos maneras en que estas bacterias
puedan tener influencia en la implantacion; La primera esta relacionada al sistema
inmune pues, la microbiota existente en el endometrio compite por su nicho contra los
agentes patdgenos creando asi resistencia por colonizacién, y por otro lado las bacterias
comensales continuamente estdn estimulando la regulacion de TLR para detectar
bacterias potencialmente peligrosas; de esta manera protege al hospedero de posibles
infecciones. ya que se ha observado que la microbiota no dominante en lactobacillus
puede desencadenar una respuesta inflamatoria en el endometrio que afecte la
implantacion del blastocisto a la pared del endometrio (Buffie et al., 2013; Costello,
2012; Moreno et al., 2016), mientras que la segunda esta relacionada a la produccion de
acido lactico por los lactobacillus (Witkin & Linhares 2017).

SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION

La secuenciacion es una serie de procesos bioldgicos, la cual, nos permite determinar el
orden de nucle6tidos en una secuencia genética. La metodologia utilizada en el siglo
pasado son conocidas como de primera generacion, esta es la técnica de Sanger
desarrollada en 1977, (SigmaAldrichs, s.f.).

Las técnicas de segunda y tercera generacion o “nueva generacion” son las que utilizan
tecnologias de alto rendimiento, que permiten la secuenciacion simultanea de multiples

segmentos de ADN en una muestra. Esto se realiza mediante secuenciacion paralela de
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pequefios fragmentos los cuales se alinean con una secuencia de referencia. (Robin &
Farmer, 2018; Rodicio, 2004). Existen diferentes plataformas y equipos actualmente que
desarrollan estas técnicas como Illumina, Mini On, HeliScope. (Bicalho et al., 2017a;
Suarez, 2017; Thompson & Steinmann, 2010). Estas a su vez son utilizadas para
diferentes fines como secuenciar el genoma completo, determinar un polimorfismo en
una secuencia especifica y metagenomica, que se detalla a continuacion. (Alves et al.,
2020; Cochran et al, 2013; Demiral et al, 2015; Bicalho et al., 2017a; Santos et al.,
2011).

La metagendmica es el estudio de las comunidades bacterianas, partiendo del ADN
obtenido de muestras provenientes de suelo, agua, alimentos fermentados o tejidos, sin
necesidad de que sean cultivadas. Para determinar la microbiota se comienza con la
extraccion y purificacion de ADN, este paso es crucial ya que, si la muestra contiene
presencia de melanina, sales biliares, acido hdmico o flavico, llegan a inhibir la
actividad de la ADN polimerasa, ligasa y endonucleasas. (Cortés et al., 2014; Suarez
2017).

Las proteinas cambian a lo largo del tiempo debido a mutaciones aleatorias que ocurren
en las secuencias que las codifican, sin embargo, existen macromoléculas que debido a
sus funciones tan especificas e importantes no sufren cambios significativos ya que esto
costaria el correcto funcionamiento celular. Es por esta razén que el gen mas
ampliamente utilizado es el ARNr 16S, ya que se encuentra en todos los organismos
conocidos, tiene una baja tasa evolutiva pero aun asi tiene suficiente variabilidad para
diferenciar no solo organismos mas alejados, sino también los préximos, por lo que es
posible diferenciar especies, cepas o variedades. (Valenzuela et al., 2015). EI ARNr 16S
contiene nueve regiones menos conservadas o hipervariables (Baker et al., 2003) las

cuales aportan mas informacion para estudios de filogenética y taxonomia.
PROTOCOLO DE ESTROGENOS-PROGESTAGENOS EN GANADO DE CARNE

La sincronizacion de estros es una técnica que consiste en la manipulacion del ciclo
estral para acortarlo y agrupar a las vacas para inseminarlas el mismo dia, con el fin de

que el parto sea en una fecha determinada por el operador. Uno de los protocolos mas
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utilizados es el uso de un implante intravaginal impregnado de progesterona combinado
con dosis de estrogenos (Benzoato de estradiol o estradiol-17B) en el dia 0, esta
combinacion suprime la FSH vy la liberacion de la LH, por lo que reduce el crecimiento
folicular. El estradiol se metaboliza en el higado con rapidez, posteriormente aumenta la
FSH en circulaciéon lo que provoca una nueva oleada folicular 4 dias después del
tratamiento. (Malgor & Valsecia 2000; Colazo, 2014). La duracion del dispositivo suele
variar, siendo desde 5 dias hasta 9 dias. (Rodriguez et al., 2018; De la Mata & B6 2012).
La adicion de gonadotropina coridnica equina en los tratamientos con progesterona y
estrégenos estimula el crecimiento del foliculo dominante que permite tener mayor tasas

de prefiez en los protocolos. (Sa Filho et al., 2010)

La inseminacion artificial a tiempo fijo se realiza entre las 48-54 horas después de
retirado el dispositivo intravaginal. Las tasas de prefiez en el norte de México son
variables, 24%, 46% y 47% esto en vacas Simmental mantenidas en agostadero.
(Ledezma et al., 2015).

JUSTIFICACION

La tasa de prefiez en el norte del pais oscila entre el 47-50% en el primer servicio de IA

utilizando un protocolo de progestagenos y prostaglandinas (Ledezma et al., 2015).

Asi mismo se desconoce la prevalencia de endometritis subclinica en ganado de carne en

México.

Esta investigacion aportara informacion necesaria para determinar si existe una relacién
entre la microbiota uterina y la gestacion, esto con el fin de mejorar las tasas de prefiez
que existen actualmente, asi como poder crear protocolos para mantener la microbiota

uterina equilibrada.

HIPOTESIS

La dominancia de algunas poblaciones bacterianas en el utero de bovinos esta

relacionada con un incremento del porcentaje de gestacion en el primer servicio.
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la microbiota del Utero en bovinos de carne en el dia 0 y 8 de un protocolo
de sincronizacion de estrégenos-progestagenos y asociar estas poblaciones bacterianas a

la tasa de gestacion.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la prevalencia de endometritis subclinica en bovinos de carne.
2. Secuenciar la region hipervariable V4.

3. Comparar las poblaciones bacterianas del Gtero del dia 0 y dia 8 del protocolo de

sincronizacion.

4. Definir si la microbiota tiene efecto en parametros reproductivos.

MATERIALES Y METODOS

AREA Y TIEMPO DE MUESTREO

El estudio se realizé en el Centro de Investigacion en Produccién Agropecuaria de la
Universidad Autonoma de Nuevo Leon ubicado en la Carretera Monterrey - Cd. Victoria
Km 145, Linares, Nuevo Ledn México, con latitud 24.79367 y longitud -99.54482. Las
muestras fueron tomadas en el mes de enero y febrero del 2020 con una temperatura
promedio de 17.5°C.

Para el estudio fueron utilizadas 38 vacas (Simmental=24 Simbrah=14) con un media
general en la evaluacion de la condicién corporal (Unidades) de 4 + 0.54 DE de las
cuales dos no culminaron el estudio, por venta y muerte, otra fue excluida por valor
atipico. Teniendo como valores de exclusion: vacas con menos de 50 dias post parto,
vacas que mostraran descargas vaginales mucopurulentas, animales que estuvieron en

tratamiento con antibiéticos o desinflamatorios en las Gltimas dos semanas.
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El estudio fue sometido y aprobado por el comité de ética de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autdnoma de Nuevo Leon.
MANEJO ANIMAL

Los animales fueron movilizados de manera que no se generara estrés, evitando choques
eléctricos al momento de arrearlos a la manga, una vez dentro de esta, se desplazan hasta
llegar a la prensa en donde son inmovilizados con una prensa, donde se realiza el
muestreo citolégico, el escaneo ultrasonogréafico y el inicio del protocolo de

sincronizacion.
PROTOCOLO DE SINCRONIZACION

Se utilizé un protocolo de IA a tiempo fijo, en el cual el primer dia (se introdujo un
dispositivo intravaginal con 1.9 g de progesterona y se administr6 2 mg de benzoato de
estradiol via .M., a los 8 dias se retird el dispositivo y se administraron 25 mg de PGF,
via 1.M. (Dinoprost trometamina) y 400 U.l. de eCG via intramuscular El dia 9 se
inyecto 1 mg de benzoato de estradiol via intramuscular, al cabo de 24 horas se realizé la
inseminacion a tiempo fijo. (Figura 8) Se realiz6 el diagndstico de gestacion utilizando
un transductor multifrecuencia con un ultrasonido ALOKA Prosound en froma

transrectal al dia 40 post inseminacion.

BE @ IATF
L:-l CIDR 1

Figura 8. Protocolo de sincronizacién a base de progestagenos y estrogenos de 8 dias.
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MUESTRA CITOLOGIA

Se adaptd una pistola de Inseminacion Avrtificial realizandole un roscado en la parte final

de la varilla més delgada. (

Figura 9). El instrumento se prepara colocando el citocepillo en la parte superior y se
esconde dentro de la pistola, posteriormente se le coloca una manga protectora (Madoz
et al.,, 2013; Vallejo et al., 2014). Se realiz6 una limpieza alrededor de la vulva con
clorhexidina y alcohol al 70% y se sec6 con papel secante; se introdujo la pistola por la
vagina con una inclinacién de 45° hacia arriba, para evitar la introducciéon en el orificio
uretral, y posteriormente se siguid recto, la manga protectora se rompié una vez
encontrando la entrada del cérvix, una vez atravesando los anillos cervicales y estar en la
curvatura mayor del cuerno uterino se empuja la varilla delgada dejando expuesto el
citocepillo y se gird en direccion a las manecillas del reloj, después de obtener la
muestra se procede a realizar un frotis en un portaobjetos, el cual se fijé por inmersion
en alcohol al 95% durante 1 minuto. Las laminillas se tifieron 72 horas después mediante
la técnica de Diff Quick y se analizaron bajo el microscopio, realizando un conteo de
200 células endometriales y obteniendo la proporcién de polimorfonucleares (PMN)
utilizando la formula de #PMN*100/200 (Barajas et al., 2018).
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Figura 9. Pistola de inseminacion artificial adaptada para muestra citoldgica vaginal en

vacas.

Para el andlisis citolégico se descartaron 6 vacas por las siguientes causas: muerte (1),
venta (1), frotis no viables (3) y otra no tenia registrada la fecha de su ultimo parto (1),
dejando un total de 32 vacas. Los animales se clasificaron en dos grupos de acuerdo con
sus dias postparto (dpp) siendo el grupo 1 las vacas con <100 dpp (n= 15) y en el
segundo grupo vacas con >100 dpp (n=17). Para determinar si el analisis citolégico en
las vacas (n=32) se distribuyé normalmente tomando como variable independiente los
dias post-parto, se analiz6 mediante un qgqgplot en el programa SPSS (IBM SPSS
Statistics 22.0).

MUESTRA MICROBIOLOGICA

El método mediante el cual fueron obtenidas las muestras del dtero fue con la técnica de
citocepillo adaptado en grandes especies. (Madoz et al., 2013; Vallejo et al., 2014). El
cepillo fue cortado quedando a una longitud de 3 cm que se enrosco a la varilla
modificada de la pistola de inseminacion. El instrumento se coloc6 en una manga
protectora de plastico para proteger de contaminacion vaginal, la vulva se limpié con
clorhexidina y alcohol al 70% y se secO con papel secante, el instrumento pasa por la

vagina llegando a la entrada del cérvix en donde se punza la manga protectora y se
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procede a pasar el cérvix, cuando la pistola estaba situada en el Utero se presiona la
varilla delgada exponiendo el citocepillo. Las muestras son colectadas rodando el
citocepillo en direccion de las agujas del reloj en contacto con la pared uterina, el cepillo
es nuevamente retraido para el retiro del Gtero. (Vallejo et al., 2014). El citocepillo es
introducido a un criotubo el cual fue sumergido en nitrégeno liquido y después fue
almacenado a -80°C. El muestreo microbiologico se realizo en el dia 0 y en el dia 8 del

protocolo de sincronizacion. (Figura 10).

CIDR®

Muestreo microbioldgico
a \_' IATF

0 8 9 10
Figura 10. Tiempos en los que se realizaron los raspados uterinos para la secuenciacion.

EXTRACCION DE ADN Y SECUENCIACION DEL GEN 16S

Para determinar la microbiota presente en las muestras se amplificd por PCR la region
16S-V4 (primers V4-515f y V4-806r 1) con adaptadores Illumina. (Carporaso et al.,
2011). A los productos finales se le adicionaron indices conforme al protocolo
recomendado por Illlumina. Finalmente, las muestras se cuantificaron en Qubit y se
mezclaron en un pool equimolar para ser secuenciadas en el equipo Miniseq de Illumina
en condiciones estandar (300 ciclos, 2X150). Las muestras con bajo numero de

secuencias en la primer corrida, se resecuenciaron.
ANALISIS BIOINFORMATICOS

Se analizaron 50 muestras con un total de 1,557,675 secuencias en formato fastq en la
primer corrida y 13 muestras resecuenciadas en la segunda corrida con 547,860
secuencias. Algunas muestras se quedaron fuera del andlisis porque no se pudieron

obtener méas de 10,000 secuencias.

Se realizaron tres procesos bioinformaticos basicos:
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1. Limpieza de secuencias con pair-end_cleaner v1.1.1 por separado para las dos

corridas
2. Eliminacion de secuencias quiméricas con chimera_detector v1.5.0

3. Clasificacion de las secuencias en taxones con mg_classifier v1.8.2
ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliza prueba estadisticas no paramétricas, ya que la variable dependiente gestacion o
no, de las vacas utilizadas como unidades experimentales, es una calificacion, la cual no
se distribuye normalmente o existen algunos datos muy distantes del conjunto general,
por lo que no se cumple con la suposicion de varianzas homogéneas, como variables
independientes se consideraron dias abiertos, raza, condicion corporal, porcentaje de
polimorfonucleares, diagnostico de endometritis subclinica, actividad ovérica vy
gestacion a primer servicio. Se realizaron diferentes pruebas, t de student, prueba de
muestras pareadas, prueba U de Mann-Whitney. Para este propdsito se utilizo el
programa estadistico SPSS (IBM SPSS Statistics 22.0) asi como en Microsoft Excel.

Para el andlisis de la prevalencia de endometritis subclinica se utiliz6 el algoritmo de
WinEpi.

RESULTADOS

CITOLOGIA ENDOMETRIAL

El conteo celular resulté en 2 animales con un incremento en polimorfonucleares que se
muestra en la Figura 11, tomando como punto de cohorte >8% PMN basado en la

literatura.

El promedio de los dpp es de 166.5 + 138.27 DE, no se encontrd diferencia (p=0.45) en
los grupos utilizados en la distribucion del porcentaje de los polimorfonucleares en la

citologia uterina.
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No se encontré diferencia (p=0.35) entre los grupos de vacas en fase lutea o folicular
para la variable dependiente del porcentaje polimorfonucleares al inicio del programa de

sincronizacion.

No existe diferencia (p=0.27) entre raza Simmental y Simbrah para la variable de los

polimorfonucleares en la citologia.
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Figura 11. Distribucién del conteo de polimorfonucleares en los animales muestreados.

PREVALENCIA DE ENDOMETRITIS SUBCLINICA

La prevalencia aparente de endometritis subclinica en ganado de carne es de 6.25% y
prevalencia real de 2.27% con un nivel de confianza de 95%, con una sensibilidad de
60% y una especificidad del 95%.

Se obtuvo un 40% de prefiez en el primer servicio (14/35)
CARACTERIZACION GENOMICA DE LA MICROBIOTA UTERINA

Se lograron identificar a partir de la secuenciacion 33 filums diferentes de las muestras
uterinas. De las cuales son 6,146 especies diferentes. La informacion obtenida, se

sintetizo en los filums més abundantes encontrados.
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Los 14 filums mas abundantes en las muestras tomadas en el dia 0 (al inicio del
protocolo de inseminacion) en ese orden fueron: Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Cyanobacteria, Chloroflexi, Archea, Kiritimatiellaeota,
Verrucomicrobia, Tenericutes y con menos o igual al 1% Acidobacteria, Planctomycetes,

Lentisphaerae y Fusobacteria. La abundancia relativa de estos filums se muestra en la

® Firmicutes

® Proteobacteria

m Bacteroidetes

W Actinobacteria

m Cyanobacteria

® Chloroflexi

B Archaea;Euryarchaeota
m Kiritimatiellaeota
m Verrucomicrobia
W Tenericutes

® Acidobacteria

® Planctomycetes

® Lentisphaerae

®m Fusobacteria

Figura 12. Abundancia relativa en el dia O del protocolo de inseminacién.

Los 14 filums mas abundantes en las muestras tomadas en el dia 8 (en el momento del
retiro del CIDR) fueron en ese orden: Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes,
Fusobacteria, Actinobacteria, Kiritimatiellaeota, Acidobacteria, Chloroflexi, y con
menor o igual al 1% Tenericutes, Cyanobacteria, Archea;echo, Lentisphaerae,
Verrucomicrobia y Planctomycetes. La abundancia relativa de estos filums se muestra

en la Figura 13.
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m Verrucomicrobia
® Planctomycetes

Figura 13. Abundancia relativa en el dia 8 del protocolo de inseminacién.

Los incrementos y disminucion de OTUs de los filums Firmicutes, Proteobacteria,

Bacteroidetes, Fusobacteria y Actinobacteria fueron sometidos bajo una prueba de

muestras pareadas, en el cual se observa una diferencia significativa (p<0.05) en

Fusobacteria(

Tabla 1).

Tabla 1. Prueba de muestras apareadas para los filums con mayor cambio entre las tomas de
muestra citol6gica durante un protocolo de sincronizacion de estros usando progestagenos

Prueba de muestras apareadas

Diferencias apareadas

Media = Desviacion
estandar
Inferior
Par Firmicutes_0- -1370.4 19246.8 -10941.6
1 Firmicutes 8
Par = Fusobacteria O- -6156.5 10740.4 -11497.6
2 Fusobacteria_8
Par Bacteroidetes 0- = -100.0 8944.9 -4548.2

3 Bacteroidetes_8
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Sig. (2-
colas)

95% intervalo de
confianza de la diferencia

Superior
8200.7 -0.302 | 17 @ 0.766
-815.3 -2.432 17 = 0.026
4348.1 -0.047 | 17 = 0.963



Par Actinobacteria_0- -3650.5 9351.8 -8301.1 1000.0 -1.656 17  0.116
4 Actinobacteria_8
Par = Proteobacteria 0- = -4571.5 13982.3 -11524.7 2381.7 -1.387 17  0.183
5 Proteobacteria_8

En la Figura 14, se observa una tendencia en la distribicion en la microbiota uterina
entre las vacas prefiadas y vacias y en los resultados de las pruebas no paramétrica
ejecutadas en el software SPPS, utilizando como variable el diferencial de OTUs entre
las vacas para los filums con mayor cambio porcentual entre el dia 0 y 8 del protocolo de
sincronizacion de ciclo estrual mostrado Firmicutes, Proteobacteria, Fusobacteria y
Actinobacteria () se encontré que la distribucion de la diferencia entre los muestreos

para el filum de las fusobacterium entra las prenadas es significativa (p<0.05)

100% — — ® Firmicutes
920% m Proteobacteria
m Bacteroidetes
80%
m Fusobacteria
(1) .
70% | ‘ ® Actinobacteria
60% ‘ ‘ Kiritimatiellaeota
50% m Acidobacteria
u Chloroflexi
40%
m Tenericutes
(1)
30% m Cyanobacteria
20% m Archaea;Euryarchaeota
u Lentisph
10% entisphaerae
m Verrucomicrobia
0%

Vacias Preiiadas m Planctomycetes

Figura 14. Comparacion de abundancia relativa del dia 8 de las vacas vacias y prefiadas.

Tabla 2. Sumario de las Hip6tesis para pruebas no paramétricas

Hipdtesis Nula Test Sig. | Decision
1 | Ladistribucion de la diferencia en Prueba muestras Rechazar
lasOTU enel diaOy 8 de independientes .030! | hipotesis
fusobacteria es la misma a través de Mann-Whitney U nula
la categoria de prefiez

Se muestran significancias asintoticas. El nivel de significancia es .05.
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1 Se muestra la significancia exacta en esta prueba.
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DISCUSION

Endometritis subclinica

La informacion de la prevalencia de endometritis subclinica es muy escasa en el ganado
de carne y varia enormemente dependiendo el lugar, en Italia Ricci et al. obtuvieron un
38% con vacas entre el dia 28-68 post parto en raza Piedmontese. En Malasia, Salah et
al. obtuvieron un 9.4 y 11.3% en vacas Brangus-Kedah—Kelantan con 37 y 30 dias post

parto, respectivamente. Estos estudios utilizando como punto de cohorte >8% de PMN.

La prevalencia aparente encontrada en nuestro estudio fue de 6.25% que es menor a la
mostrada a los autores anteriormente mencionados, sin embargo, cabe resaltar que los

dias post parto de este estudio fueron en el rango desde 58-623.
Dias post parto

En este grupo de estudio, el promedio de dias post parto fue de 166.5 dias. En Bogota,
Colombia obtuvieron un promedio de dias abiertos alrededor de 83 dias, donde la
mayoria de las vacas (14/17) tuvieron un rango entre 37 y 120 dias en raza Simbrah.
(Acosta Rueda; 2017).

Este grupo estuvo encima del pardmetro recomendado, para los dias abiertos, que
significa menor eficiencia en la produccién de una cria por vaca al afio, se asume
derivado de la funcion de este hato en particular en que al ser de registro de pureza
racial, debe de estar compitiendo en pista y permanecer por periodos cortos de tiempo en
diferentes lugares sometidas a un estrés general, que se traduce en dificultades para ser

gestadas nuevamente.
Microbiota Uterina

Existen diferentes técnicas con las cuales se pueden realizar estudios sobre la microbiota
uterina, una de ellas es mediante lavados uterinos con solucion salina estéril (Knudsen et
al., 2015; Wang et al., 2018), sin embargo, la adicion de solucidon salina puede alterar la
pared celular o el material genético resultando en valores anormales. Otra técnica poco
utilizada es mediante biopsias uterinas, que gracias a una pistola larga y en el final

contiene unas pinzas que cortan una porcion de tejido uterino. (Redtness et al., 2015;
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Cardoso et al. 2017). La gran desventaja de esta técnica es que laceran la pared uterina al
tomar la biopsia alterando el microecosistema y generando el desarrollo de inflamacién
y migracion de neutréfilos a la zona dafiada lo cual altera la microbiota en dias

posteriores.

Con la técnica de citocepillo (cytobrush), se han obtenido mejores resultados para fines
de secuenciacion de las poblaciones bacterianas presentes. (Cardoso et al. 2017; Mitra et
al., 2017; Peter et al., 2018; Gartner et al., 2015).

Algunos autores han secuenciado muestras citolégicas uterinas en bovinos en diferentes
circunstancias, la proporcion de Fusobacteria en vacas con metritis es mayor que en
vacas sanas, 29.4% y 8% respectivamente. Bacteroidetes de igual manera existen en
mayor abundancia en vacas con metritis, siendo 15%, y 6% para vacas sanas (Bicalho et
al. 2017b). Esto da soporte a que ciertos filums como Fusobacteria o Bacteroidetes son
patogenos potenciales desarrollando infecciones clinicas que disminuyen la fertilidad de
las hembras. En los resultados obtenidos, se observa un incremento entre el dia 0 y el dia
8 de Fusobacterium, este incremento puede ser explicado porque en la introduccion de la
pistola de inseminacidn se arrastra bacterias, desde la vagina hacia el lumen uterino. El
hallazgo de que existe mayor proporcion de Fusobacterias en las vacas vacias, que en
las prefiadas, sugiere que este filum causa problemas clinicos de endometritis, variable
que afecta en la fertilidad. Lo expuesto resalta la importancia que tiene un protocolo de
bioseguridad eficiente, al momento de realizar la inseminacion. para evitar introducir

bacterias dentro del Gtero y disminuir la fertilidad en las vacas.

Moore et al. en el 2017, secuenciaron muestras de vacas prefiadas en donde encontraron
3 filums mas abundantes siendo Firmicutes 35%, Bacteroidetes 42% y Proteobacteria
23% de igual manera los 3 filums mas abundantes en novillas virgenes fueron
Firmicutes 40%, Bacteroidetes 36% Yy Proteobacteria 10%. En donde se encuentran
diferencias con los hallazgos en esta investigacion, en relacién a los tres filums mas
abundantes en las vacas durante el dia 8 del muestreo en las vacas que posteriormente
fueron determinadas como prefiadas y que son Proteobacteria, Actinobacteria y

Firmicutes, con 44%, 31% y 24% respectivamente.
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CONCLUSIONES

El incremento de Fusobacteria en el dia 8 del muestreo, resulta en una disminucion

del porcentaje de prefiez.
La prevalencia aparente de endometritis es de 6.25% y la prevalencia real de 2.27%.

Los tres filums mas abundantes son Firmicutes, Proteobacteria y Bacteroidetes para

ambos dias de muestreo.

La distribucion de la diferencia en porcentaje del filum Fusobacteria el dia 0 y el dia
8 del muestreo, es significativamente diferente, entre las vacas posteriormente

diagnosticadas como vacas prefiadas y no prefiadas.

El promedio de los dpp de la unidades muestrales utilizadas en esta investigacion es
de 166.5 + 138.27 DE, lo que se encuentra por encima de los paramtros considerados

normales para esta variable.

No se encontro diferencia en los grupos utilizados en la distribucion del porcentaje
de los polimorfonucleares en la citologia uterina, por lo cual la endometritis no se

considera una variable diferente entre los grupos analizados.

No existe diferencia entre las vacas de raza Simmental o Simbrah para la variable de

los polimorfonucleares en la citologia.
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