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INTRODUCERE

Desi bivolii prezinta unele similitudini cu bovinele in ceea ce priveste
diferite procese de reproducere, existd o multime de caracteristici care sunt
diferite si o intelegere aprofundata a acestor diferente este cu adevarat
importanta pentru gestionarea eficienta a reproducerii la aceasta specie.

Importanta cresterii bubalinelor trebuie interpretata prin valoarea
economica a acestora, raportatd la zona de formare si de raspandire, la
posibilitatile de extindere si de valorificare a unor teritorii in care taurinele nu
se pot adapta si nu asigura productii corespunzatoare. Printre tarile mari
crescatoare de bubaline se inscriu: India, Pakistan, Vietnam, Egipt, Nepal etc.
Tn Romania existd un efectiv total de bubaline de aproximativ 19000 (FAO,
2019) de animale, repartizate majoritar in judetele: Salaj, Cluj, Brasov,
Maramures, Sibiu, Bihor, Arad, Satu Mare, s.a.

Din punct de vedere sanitar veterinar, se are in vedere cresterea
productivitatii bubalinelor prin depistarea precoce si, pe céat posibil prevenirea,
starilor de boala, cu precadere a celor care au drept tinta aparatul genital.

Evolutia normala sau patologica a functiei de reproducere si reproductie
este influentata de o serie de factori exo- si endogeni cum sunt furajarea,
factorii de zooigiena, exploatarea animalelor, interventia si persistenta factorilor
stresanti, ce cauzeaza o varietate de tulburari care prelungesc intervalul de la
fatare la conceptie, sau adesea, conceptia devine imposibila, fapt care duce la
mari pierderi economice.

Aplicarea terapiei, dar mai ales combaterea tulburarilor de reproductie
prin metode clasice, presupun costuri foarte mari, de aceea interesul de a putea
reduce service period- ul la bivolita, prin implementarea ecografiei ca metoda
moderna si curenta de diagnostic si, prin aeasta de a mari productivitatea, este
cu atat mai mare.

Unele dintre limitarile reproducerii la bivoli includ pubertatea intarziata,
varsta mai mare la prima fatare, perioada lunga de post-partum, perioada lunga
de anestru, detectarea slaba a caldurilor si rata de conceptie scazuta.
Tehnologii de reproducere asistata, precum inseminarea artificiala, ovulatia
multipla si transferul de embrioni au fost introduse pentru a depéasi aceste
ineficiente si pentru a genera, din punct de vedere genetic un castig pentru
aceasta specie intr-o maniera planificata.

Principalele elemente de care sunt preocupati crescatori gi oamenii de
stiinta din tara noastra privesc aplicarea unui program de ameliorare a
bubalinelor, elaborarea de noi tehnologii de exploatare si optimizarea
diferentiata a celor existente, care sa conduca la un progres genetic apreciabil.
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INTRODUCTION

The importance of raising buffaloes must be interpreted by their
economic value, in relation to the area of formation and spread, the possibilities
of expanding and exploiting territories in which cattle can not adapt and do not
provide adequate production. Buffaloes account for about 10% of the world's
cattle population. In countries with large numbers of buffaloes, the economic
contribution of this species is significant, given that other species of cattle are
difficult to adapt, or achieve much lower levels of production. Among the large
buffalo-growing countries are: India, Pakistan, Vietham, Egypt, Nepal, etc. In
Romania, there is a total number of buffaloes of approximately 19,000 (FAO,
2019) animals, distributed mainly in the counties: Salaj, Cluj, Brasov,
Maramures, Sibiu, Bihor, Arad, Satu Mare, s.a.

From a veterinary sanitary point of view, it is considered to increase the
productivity of buffaloes by early detection and, as far as possible prevention,
disease conditions - especially those that target the genital tract. When reffering
to buffalo’s uterine and ovarian pathology, the results obtained are inextricably
linked to the quality of the feed, the microclimate conditions, the quality of the
veterinary medical act, but also the quality of the medicinal or hormonal product
used.

The normal or pathological evolution of the reproductive and
reproductive function is influenced by a series of exo- and endogenous factors
such as: feeding, zoo hygiene factors, animal exploitation, intervention and
persistence of stressors, cause a variety of disorders that prolong the interval
from calving at conception, or often, conception becomes impossible, which
leads to great economic losses.

The application of therapy, but especially the fight against reproductive
disorders by classical methods, involve very high costs, therefore the interest
to be able to reduce the service period at the buffalo, by implementing
ultrasound as a modern and current diagnostic method and, by this to increase
productivity is even higher.

Applying modern complementary diagnostic methods, such as
ultrasound, increase the chances of increasing productivity and profitability in
the buffalo, by reducing the costs of drugs, labor, reducing stress on animals,
avoiding repeated labor, reducing the service period, etc. .

Some of the limitations of buffalo breeding include: delayed puberty,
older age at first calving, long postpartum period, long period of anesthesia,
poor heat detection and low conception rate. Assisted breeding technologies
such as artificial insemination, multiple ovulation and embryo transfer have
been introduced to overcome these inefficiencies and to genetically generate a

gain for this species in a planned manner.
7



REZUMAT

Cuvinte-cheie: Bivolite, embriotransfer, estru, biotehnica reproductiei.

Teza de doctorat intitulatda Cercetari privind implementarea unor
metode biotehnice de stimulare a functiei de reproducere la bivolite (Bivol
Indigen Carpatin).

Lucrarea este structurata, conform normelor in vigoare, in doua parti
principale: prima parte, intitulata ,Stadiul actual al cunoasterii” care cuprinde 46
pagini si partea a 2-a, ,,Cercetari proprii’, cu un numar de 123 de pagini. Teza
are un numar total de 200 pagini, fiind ilustratd in 116 de figure si 33 tabele.
Pentru redactarea ei, au fost consultate un numar de 207 titluri bibliografice.

Prima parte ,,Stadiul actual al cunoasterii” cuprinde 4 capitole ce
descriu succinct datele legate despre: originea si taxonomia bubalinelor,
morfofiziologia genital la bivolita, parturitia si perioada puerperald si metode
biotehnice de dirijare a functiei de reproductie.

Partea a doua ,Cercetari proprii’ este structurata in 8 capitole
organizate dupa normele de redactare, si cuprinde material si metoda, rezultate
si discutii si concluzii partiale. Teza se incheie cu un capitil de concluzii
generale, bibliografie si anexe.

Capitolul 5 este intitulat Scopul si obiectivele tezei. Cercetarile au
urmarit pretabilitatea managementului reproductie la bivolite, astfel s-au aplicat
ca metode de lucru: -inducerea estrului prin utilizarea diverselor scheme
terapeutice si alegerea metodelor cu cele mai bune rezultate; -programarea
momentului pentru FTAI cu material seminal, -diagnosticarea si terapia
afectiunilor ovariene; -managemetul perioadei puerperale; -diagnosticul de
gestatie si monitorizarea ei. S-a urmarit si posibilitatea de aplicare a unor
biotehnologii de reproductie moderne la bivolite. Acestea sunt: -obtinerea si
recoltarea embrionilor in vivo; -recoltarea ovocitelor si evaluarea calitétii lor; De
asemenea, un alt obiectiv al tezei a fost analizarea caracteristicilor
macroscopice si microscopice ale uterului si ovarelor. Cercetarile au fost
organizate in 3 locatii diferite: o ferma din Romania, una din Italia, si o statiune
de cercetare.

Capitolul 6 descrie Cercetari privind monitorizarea sezoniera a
functiei de reproductie la bivolita in conditii naturale de crestere. Din punct
de vedere al manifestarii clinice a fazei estrale, caracterizarea estrului la bivolite
a fost slab exprimata clinic, edemul vulvar redus, mucus putin abundent si
redus ca volum. Comportamental, bivolita in estru a avut apetit mai redus, a
fost usor agitata si curioasa. Pe sezoane, estru spontan a fost diagnosticat la
50,8% primavara, 30,5% vara, 13,6% toamna si 5,1% iarna. Frecvent ovarul
drept are o dimensiune mai mare (17,8mm) fata de cel stadng.(15,0mm). Pe
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sezoane, estru spontan la BIR a fost diagnosticat la 50,8% primavara, 30,5%
vara, 13,6% toamna si 5,1% iarna.

Capitolul 7 cuprinde Cercetari privind diagnosticul, incidenta si
tratamentul afectiunilor ginecologice la bivolite. Fercventa retentiile
placentare in pare sa aiba oincidentd crescuta in lunile reci ale anilor.
Diagnosticul ecografic diferential intre chistul folicular tecal si cel luteinic a fost
facil; chistul folicular luteinic avand un perete mult mai gros, decéat chistul
folicular tecal, foarte clar vizibil pe ecografie. Tinand cont de sezonalitatea
bivolilor si ca ovarele au dimensiuni reduse, dar cu reactivitate mare, hipotrofiile
de gradul | si Il pot fi tratate prin terapie hormonala specifica asociata cu o
alimentatie echilibrata si terapie neuroreflexa. Din cazurile tratate cu chisti
foliculari, 40% din bivolitele au intrat in calduri la peste 21de zile, si la 17 zile
20% din cele tratate de chist luteinic (HCG si PgF2a).

Capitolul 8 detaliaza Cercetari privind utilizarea unor metode
biotehnice de inducere a estrului la bivolite. Pentru a se mentine un interval
de 13 - 14 luni intre fatari la bivolite, inseminarea trebuie sa aiba loc n intervalul
de 85 - 115 zile dupa fatare. Inducerea estrului prin administrarea de factor
luteolitic (PGF) la bivolite are o valoare medie de 58,3% (25% in urma unei
singure administrari 33,3% dupa adou-a). Inducerea estrului la vitele n
extrasezon (vara) a avut o reusita de 88,2 %. Rata de gestatie in sezonul de
vara a atins valori de 76,5% Tn urma montei dirijate. In cazul terapiei cu P4,
PGF si PMSG in sezonul de vara au fost diagnosticate cazuri de chisti luteinici
in proportie de 16,6%.

Capitolul 9 prezintd Provocarea estrului, a ovulatiei si stabilirea
momentului optim de insamantare artificiala in ferma Bradano River
(Italia) (OvSynch+FTAl). Protocolul utilizat de noi in acest studiu, organizeaza
activitatea de reproductie in ferma, astfel incat sa existe o corelatie echilibrata
intre numarul de animale, resursa umana si productivitate. Eficienta economica
rezulta din maximizarea aplicarii biotehnologiilor de reproductie, bioseuritate si
alimentatie.

Fecunditatea medie in ferma BR in perioada 2015-2017 a fost de
73,8%, fiind diagnosticate gestante un numar de 456 de bivolite din 618 IA.
Media fecunditatii la nulipare a inregistrat valoarea 78,5%, la primipare 76,6%
si la pluripare de 70,9%. Fecunditatea medie totald a sezonului cald a fost de
71,01%, iar a sezonului rece de 77,14%. Analizand efectul anotimpului asupra
ratei conceptiei se observa ca la primipare aceasta influenta a fost considerabil
mai mare decat la multipare. Tn cazul femelelor primipare, in perioada de
toamna, rata conceptiei a fost mult mai mare, cu 15 % fata de rezultatele din
iarna.

Capitolul 10 evidentiaza Modalitati de crestere a valorii potentialului
genetic la bivolite prin utilizarea utilizarea biotehnologiilor de
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reproductie. Rata conceptiei totald a protocolului de Ovsyinch cu FTIA
unicornuala si cu sperma sexata in ferma Terra di Bufala, a fost de 45%. Pe
categorii de tauri procentele au fost 40% la Oro si 50% la Aton. La parturitie au
fost obtinuti 9 fetusi vii si viabili din care raportul dintre sexe a fost de 88,8% in
favoarea celui femel. Afirmam ca obiectivul de crestere a potentialului genetic
la bivolite prin folosire insamantarii artificiale cu material sexat poate deveni
realizabil.

Dezvoltarea embrionilor de bubaline au o evolutie mai rapida cu
aproximativ 24 h fata de embrionii bovini. Asadar, embrionul bovin in ziua a 7-
a dupa fertilizare se afla in stadiul de dezvoltare de blastocyst expandat, in timp
ce acelasi stadiu este atins la bubaline Tn ziua a 6-a de dezvoltare. Tratamentul
de poliovulatie P4 11 zile, PG-PMSG 2500 U.l. a avut o reactivitate buna
obtindndu-se in ziua flusingului patru embrioni si o rata a fatarii de 25 %.

Conform Asociatiei Roméane de Embrio Transfer (Raport ARET 2019 si
AETE), a fost raportata fatarea primul vitel de bivol obtinut prin ET la Bivolul
Indigen Romanesc.

Sincronizarea receptoarelor a fost facuta dupa schema P4-PG-PMSG-
HCG procesul ovulator a fost de 100%, prin evidentierea CL eflorescent la 7
zile.

Datele obtinute de noi in urma experimentelor de embrio-transfer la
bivolite, au fost raportate la IETS - Societatea Internationald de Embriotransfer
din SUA, si publicate in decembrie 2019, iar la conferinta anuala din data de
17 ianuarie 2020 au fost publicate activitatile privind ET la nivel international
din anul 2018. La capitolul alte specii —reprezentate de BUFFALO, in Europa
in anul 2018, numai Italia (productia in vitro) si Roméania (in vivo) au raportat
asemenea proceduri.

Din cauza valurilor foliculare intermitente si cu evolutia unui numar mic
de foliculi evolutivi dublata si de influenta sezonalitatii, pe suprafata ovarelor au
fost identificati un numar redus de foliculi antrali ce au putut fi punctionati si
aspirati. Metoda de recoltare prin punctia si aspiratia foliculilor de bivolita are
un procent de reusita de 45,45%, raportul folicul / ovocita identificata a fost de
11/5. Dupéa recoltarea ovocitelor si evaluarea calitatii lor, 42,85% au
reprezentat ovocite cultivabile, acestea au un aspect uniform cu structura
asemanatoare si grad de dezvoltare asemanator, reprezentind o populatie de
ovocite care pot continua cu succes etapele urmatoare ale fertilizarii in vitro.
Comparativ cu bovinele (20-40 ovocite/ovar), numarul de ovocite recoltate este
mic (9,3 ovocite/ ovar), si genereaza un procent de sub 50% ovocite de buna
calitate ce pot fi cultivate si folosite in etapele ulterioare FIV-ului.

Capitolul 11, intitulat Particularitati morfo-functionale ale aparatului
genital la bivolita, a urmarit identificarea particularitatilor obstetrical-
anatomice, histologice si histopatologice ale ovarelor si segmentelor genitale.

10



Particularitatile morfologice ale uterului la bivolita evidentiaza un cervix
de 7/4 cm de forma cilindrica si cartilaginoasa, corpul uterin scurt de 2 cm cu
un sept intercornual foarte puternic si lung de 6 cm, ligamentul intercornual
acompaniaza partea lipita a coarnelor uterine pe aproximativ jumatate din
lungimea lor, aproximativ 8 cm, coarnele uterine de 10 cm au un aspect tubular
amfractuos si sinuos cu multe boseluri. Simetria coarnelor uterine la 2 luni de
gestatie este inca mentinuta, cu un diametru de 3 cm, peretele uterin de 3 mm
este ferm si tonic, se evidentiaza sacul embrionar cu acceasi dimensiune ca
uterul dupa sectionare si embrionul are o marime de 2/1 cm. In medie, ovarele
la bivolita au inregistrat urmatoarele repere morfometrice: lungime — 24,3 mm,
latime — 18,25 mm, grosime — 13,15 mm si o greutate de 4,53 g. Afectiunile
ovariene diagnosticate au fost hipotrofii ovariene de grad | (14,51%), chisti
ovarieni (11,29% din care 42,86% chisti ai corpului luteal, 28,57% chisti luteinici
si 28,57% chisti foliculari) si aderente ovaro-bursale (1,61%).

Capitolul 12 descrie Utilizarea ultrasonografiei in monitorizarea
functiei de reproductie la bivolite. Sunt prezentate rezultate ale
diagnosticului de gestasie si identificarea sexului fetal (sexare ultrasonogafica).

Datorita tonicitatii corpului uterin si a peretelui uterin mai gros, asimetria
uterina intre cele doua coarne apare sesizabilda mai tarziu ca la vaca, in
intervalul 60-70 zile. Acuratetea diagnosticului de gestatie la bivolul indigen
romanesc (BIR) prin palpare transrectala in perioada 50-60 zile de la estru a
fost de 70,83%, iar in perioada 60-70 de zile este de 98,04%. Acumularea de
lichide fetale este scazuta pana in ziua 40 a gestatiei, dar ulterior exista o
crestere semnificativa a volumului de lichide fetale si a dimensiunii fetale, cu o
crestere consecventa a dimensiunii uterului.

Atat tuberculii genitali masculi, cat si cei femeli apar pe ecran ca
structuri bilobate a caror ecogenitate este similar cu cel al tesutului osos.
Examinarea bivolitelor pentru stabilirea sexului fetal se poate face intre zilele
60 si 120 de gestatie, dar fereastra ideala de oportunitate este intre zilele 70 si
85. Chiar daca tuberculul genital este vizibil inca din ziua 51, acesta nu ajunge
in pozitia sa definitiva inainte de ziua 58.
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SUMMARY

Keywords: Buffaloes, embryo transfer, estrus, reproductive biotechnology.

The doctoral thesis entitled Research on the implementation of
biotechnical methods to stimulate the reproductive function of buffaloes
(Indigenous Buffalo Carpatin).

The paper is structured, according to the rules in force, in two main
parts: the first part, entitled "Current state of knowledge" which comprises 46
pages and the second part, "Own research”, with a number of 123 pages. The
thesis has a total number 200 pages, being illustrated in 116 figures and 33
tables. For its writing, a number of 207 bibliographic title were consulted.

The first part"Current state of knowledge" contains 4 chapters
that briefly describe the data related to: the origin and taxonomy of buffaloes,
genital morphophysiology in buffalo, parturition and puerperal period and
biotechnical methods of directing reproductive function.

The second part "Own research " is structured in 9 chapters organized
according to the drafting rules, and includes material and method, results and
discussions and partial conclusions. The thesis ends with a chapter of general
conclusions, bibliography and annexes.

Chapter 5 is entitled The purpose and objectives of the thesis.
Researcher single countries followed suitability management breeding
buffaloes so have applied the tests: -oestrus induction regimens using various
methods and choosing the best results; -timing for FTAI with
semen; - diagnosis and therapy of ovarian diseases; - the management of the
puerperal period ; - diagnosis of preghancy and its monitoring. The possibility
of applying modern reproductive biotechnologies to buffaloes was also
pursued . These are : - obtaining and collecting embryos in vivo; - oocyte
harvesting and quality assessment; Also, another objective of the thesis was to
analyze the macroscopic and microscopic characteristics of the uterus and
ovaries. The research was organized in 3 different locations: a farm in
Romania, one in Italy, and a research station.

Chapter 6 describes Research on seasonal monitoring of buffalo
breeding function under natural growth conditions. From the point of view
of the clinical manifestation of the estrous phase, the characterization of estrus
in buffaloes was poorly expressed clinically, reduced vulvar edema, mucus less
abundant and reduced in volume. Behaviorally, the buffalo in estrus had less
appetite, was slightly agitated and curious. During the seasons, spontaneous
estrus was diagnosed at 50.8% in spring, 30.5% in summer, 13.6% in autumn
and 5.1% in winter. Frequently the right ovary has a larger size (17.8 mm) than
the left one (15.0 mm). During the seasons, spontaneous estrus at BIR was
diagnosed at 50.8% in spring, 30.5% in summer, 13.6% in autumn and 5.1% in
winter.
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Chapters 7 Research on the diagnosis, incidence and treatment of
gynecological diseases in buffaloes. The frequency of placental retention
seems to have an increased incidence in the cold months of the years.The
differential ultrasound diagnosis between the thecal follicular cyst and the lutein
cyst was easy;the lutein follicular cyst has a much thicker wall than the thecal
follicular cyst, very clearly visible on ultrasound .Taking into account the
seasonality of buffaloes and that the ovaries are small, but with high reactivity,
grade | and Il hypotrophs can be treated by specific hormone therapy
associated with a balanced diet and neuroreflex therapy. The cases treated
with follicular cyst, 40% of the buffaloes are in heat over 21de days, and 17
days 20% of the treated cyst LH (hCG PgF2a).

Chapter 8 details Research on the use of biotechnical methods for
inducing estrus in buffaloes. In order to be maintained a range of 13 to 14
months between calving to buffaloes, insemination has to take place in the
range of 85-115 days after calving. The induction of estrus by the
administration of luteolytic factor (PGF) to buffaloes has an average value of
58.3% (25% after a single administration 33.3% after the second). Induction of
estrus in heifers in low season (summer) has had a successful 88.2%. The
gestation rate in the summer season reached values of 76.5% following the
directed breeding. In the case of therapy with P4, PGF and PMSG in the
summer season, 16.6% of cases of lutein cysts were diagnosed.

Chapter 9 presents The challenge of estrus, ovulation and
establishing the optimal time for artificial insemination in the Bradano
River farm (Italy) (OvS ynch + FTAI). The protocol used by us in this study,
organizes the breeding activity on the farm, so that there is a balanced
correlation between the number of animals, human resources and
productivity. Economic efficiency results from maximizing the application of
reproductive, biosafety and food biotechnologies. The average fertility in the
BR farm in the period 2015-2017 was 73.8%, being diagnosed pregnant with a
number of 456 buffaloes from 618 Al. The average fecundity at nullipation
registered the value of 78.5%, the primiparous 76.6%
and the pluriparous 70.9%. The average total fertility of the warm season was
71.01%, and of the cold season 77.14%. Analyzing the effect of the season on
the conception rate, it is observed that in primiparous this influence was
considerably higher than in multiparous. In the case of primiparous females,
during the autumn period, the conception rate was much higher, with 15%
compared to the winter results.

Chapter 10 reveals MODAL the increase in the potential of using
genetic buffalo use of biotechnology breeding. The total conception rate of
the Ovsyinch protocol with unicornual FTIA and sexed semen on the Terra di
Bufala farm was 45%. By bull categories, the percentages were 40% for Oro
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and 50% for Aton. At birth, 9 live and viable fetuses were obtained, of which
the sex ratio was 88.8% in favor of the female. We state that the goal of
increasing the genetic potential of buffaloes by using artificial insemination with
sexed material can become achievable.

The development of buffalo embryos evolves about 24 hours faster than
bovine embryos. Therefore, the bovine embryo on the 7th day after fertilization
is in the stage of expanded blastocyst development, while the same stage is
reached in buffaloes on the 6th day of development. The treatment
of P4 poliovulation for 11 days, PG-PMSG 2500 IU had a good reactivity
obtaining on the day the flushing of four embryos and a birth rate of 25%.

According to the Romanian Embryo Transfer Association (ARET 2019
and AETE Report), the calving of the first buffalo calf obtained by ET was
reported at the Romanian Indigenous Buffalo.

The synchronization of the receptors was done according to the P4-PG-
PMSG-HCG scheme, the ovulatory process was 100%, by highlighting the
efflorescent CL at 7 days.

The data obtained by us from the embryo-transfer experiments in
buffaloes were reported to IETS - the International Embryo Transfer Society of
the USA, and published in December 2019, and at the annual conference on
January 17, 2020 were published the activities on ET in international level since
2018. In terms of other species - represented by BUFFALO, in Europe in 2018,
only Italy (in vitro production) and Romania (in vivo) reported such procedures.

Due to intermittent follicular waves and with the evolution of a small
number of evolutionary follicles doubled and the influence of seasonality, on
the surface of the ovaries were identified a small number of antral follicles that
could be punctured and aspirated. The method of harvesting by puncture and
aspiration of buffalo follicles has a success rate of 45.45%, the identified follicle
/ oocyte ratio was 11/5. After harvesting oocytes and evaluating their quality,
42.85 % were cultivable oocytes, they have a uniform appearance with similar
structure and similar degree of development, representing a population of
oocytes that can successfully continue the next stages of in vitro
fertilization. Compared to cattle (20-40 oocytes / ovary), the number of oocytes
collected is small (9.3 oocytes / ovary), and generates a percentage of less
than 50% good quality oocytes that can be cultured and used in the later stages
of IVF.

Chapter 11, entitled Morpho-functional particulations of the genital
tract in the buffalo, aimed to identify the obstetrical-anatomical, histological
and histopathological features of the ovaries and genital segments.

The morphological peculiarities of the uterus in the buffalo highlight a
7/4 cm cylindrical and cartilaginous cervix, a 2 cm short uterine body with a
very strong and 6 cm long intercornal septum, the intercornual ligament
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accompanies the glued part of the uterine horns on about half of their length,
about 8 cm, uterine horns of 10 cm have a crunchy and sinuous tubular
appearance with many bumps. The symmetry of the uterine horns at 2 months
of gestation is still maintained, with a diameter of 3 cm, the uterine wall of 3 mm
is firm and tonic, the embryonic sac with the same size as the uterus after
sectioning is highlighted and the embryo has a size of 2/1 cm . On average, the
buffalo ovaries recorded the following morphometric landmarks: length - 24.3
mm, width - 18.25 mm, thickness - 13.15 mm and a weight of 4.53 g. The
diagnosed ovarian diseases were grade ovarian hypotrophy. | (14.51%), cyst
Ovari is ni (11.29% from the 42.86% of the corpus luteum cyst, 28.57% and
28.57% lutein cyst follicular cyst) and Ovaro-bursal adhesions (1 61%).

Chapter 12 describes the Use of ultrasonography in monitoring
buffalo reproductive function. Results of gestational diagnosis and
identification of fetal sex (ultrasonographic sexing) are presented.

Due to the tonicity of the uterine body and the thicker uterine wall, the
uterine asymmetry between the two horns appears noticeable later than in
cows, in the interval of 60-70 days. The accuracy of the diagnosis of gestation
in the Romanian native buffalo (BIR) by transrectal palpation in the period 50-
60 days after estrus was 70.83%, and in the period 60-70 days it is 98.04%. The
accumulation of fetal fluids is low until day 40 of gestation, but subsequently
there is a significant increase in fetal fluid volume and fetal size, with a
consistent increase in uterine size.

Both male and female genital tubercles appear on the screen as
bilobed structures whose echogenicity is similar to that of bone
tissue. Examination of buffaloes for fetal sex can be done between days 60
and 120 of gestation, but the ideal window of opportunity is between days 70
and 85. Even if the genital tubercle is visible from day 51, it does not reach its
final position before day 58.
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1. ASPECTE PRIVIND ORIGINEA SI TAXONOMIA
BUBALINELOR IN ROMANIA

1. ASPECTS REGARDING THE ORIGIN AND TAXONOMY OF
BUFFALO IN ROMANIA

1.1 Scurt istoric al evolutiei bivolitelor crescute in Roméania

Cresterea bubalinelor in tara noastra este o activitate traditionala.
Bivolul este un animal usor de intretinut, tenace, atunci cand trebuie etalata
forta bruta, sensibil, dar nu vulnerabil, versatil, din punct de vedere etologic, cu
un lapte foarte apreciat, un animal frecvent intalnit si pe teritoriul tarii noastre.

Cu privire la taxonemie, bubalinele se clasifica n: regnul Animalia,
increngatura Chordata; subincrengatura Vertebrata; clasa Mammalia;
subclasa Theria; infraclasa Eutheria; supraordinul Ungulata; ordinul
Artiodactyla; subordinul Ruminantia; familia Bovideae; subfamilia Bovine;
genurile Bos si Bubalus; specii bubalis, mindorensis, depressicornis, nanus..

Dupa Georgescu, (1988), (citat de Runceanu, 2016) familia Bovideae
cuprinde genul Bubalus (bivolul Asiatic), genul Syncerus (bivolul African), genul
Anoa si genul Ovibos.

Din punct de vedere filogenetic, bubalinele s-au desprins din diferite
forme de bovine n perioada tertiarului superior. in trecut, arealul de crestere al
bivolilor salbatici era in sudul continentului European. Aria de raspandire a
bivolului sélbatic se restrange spre India si insulele din Sud-Estul continentului
datorita modificarii regimului climatic spre cel arid, fiind intalnit in zilele noastre
in India, Indonezia, Filipine (Velea s.a. 1981).

Bivolul romanesc, omologat in anul 1987, sub denumirea de “Rasa de
bubaline romaneasca”, isi are originea n bivolul salbatic Indian (Bubalus arni),
respectiv in cel domestic - bivolul comun (Bubalus microceros). Sub raport
genetic si ecologic apartine tipului de rau, respectiv bivolului riveran comun
(mediteranean) (Georgescu, 1982; Velea, 1983).

S-au emis doua ipoteze privind perioada de patrundere a bivolilor in tara
noastra. Prima ipoteza sustine ca bivolii au patruns pe teritoriul tarii in secolul
al V-lea era noastra, prin Peninsula Balcanica si s-au raspandit in Campia
Roména, Transilvania si in Dobrogea, fiind adugi de catre popoarele
migratoare asiatice. A doua ipoteza sustinuta de Moldoveanu, (1962), citat de
Velea, (1983), arata ca bivolii au patruns in tara noastra in secolul al XI-Xll-lea
era noastra. Sunt unamim admise cele doua cai de patrundere a bivolilor Tn
tara noastra: prin vest sau din Ungaria, adugi de catre huni si raspanditi de
avari si prin sud, din Turcia, Grecia, Bulgaria, adusi de catre turci.
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Cu privire la primele date scrise despre cresterea bubalinelor n
Romania, acestea au fost in judetul Brasov, localitatea Porumbacul de Jos,
date care se refereau la bivolii din {inutul Fagarasului. Acestia apartin unei
unitati taxonomice formata prin selectie naturala, indeosebi sub actiunea
factorilor de mediu. Aceasta unitate taxonomica de bivoli s-a dezvoltat Tn
regiunile baltoase si mai sarace, cu vegetatie mai putin abundenta si in care se
cerea o munca fizica mai grea. Bubalinele din tara noastra, se remarca printr-
o rusticitate si adaptabilitate pronuntatd, sporind sansele cresterii lor cu
precadere in sectorul particular. Acestea au evoluat in mod natural, sub
incidenta factorilor artificiali (Pucheanu, 2000).

n trecut, bivolul din Romania era raspandit in trei centre: Transilvania,
Campia Dunarii si Dobrogea. La nivelul anului 1988, 97% din efectiv se
intalneste in Transilvania, pe vaile raurilor Olt, Somes, Mures si Cris, restul de
efectiv fiind raspandit in Muntenia, Oltenia, Dobrogea si mai putin in Moldova
(Georgescu, 1988).

Cel mai mare efectiv de bubaline din fara noastra s-a inregistrat ih anul
1980 (228 mii animale) avand o crestere de 56,31% comparativ cu anul de
referinta 1920, cadnd numarul de bubaline din Romania a fost de 145856 (tabel
1.1). Dupa anii 1980, efectivul de bubaline din t{ara s-a diminuat continuu, ca
urmare a perioadelor socio-economice derulate, astfel incéat, in anul 2019 au
fost inregistrate doar 19000 animale, procentul de scadere fatd de anul de
referinta 1920 fiind de 86,97 %.

Desi efectivul de bubaline de la noi din tara a scazut foarte mult,
Romania ocupa locul doi dupa Italia (402 mii animale la nivelul anului 2019 -
FAO, 2021) din cele sase tari crescatoare de bubaline din Europa (ltalia,
Romania, Bulgaria, Germania, Ungaria si Grecia, FAO, 2021). O pozitie mai
slaba se regaseste in cea ce priveste productia de lapte (1200 I/lactatie), unde
Romania ocupa locul patru.

Bud 1.(1984) arata ca initiativa de formare a primului nucleu de selectie
din tara noastra are loc in perioada anilor 1870-1879, la Sercaia, unde se
semnaleaza rezultate apreciabile in directia obtinerii reproducatorilor masculi
de valoare, necesari ameliorarii populatiei de bubaline din zona, prin utilizarea
incrucigarii cu rasa Murrah, astfel s-au obtinut productii de pana la 1500 |
lapte/bivolita (Coroian Aurelia, 2009).

Prin cercetarile efectuate asupra structurii genetice a bubalinelor
autohtone din zona Fagarasului, ajunge la concluzia ca acestea detin 50%
sange din rasa roméaneasca, 37.5% sange din rasa Murrah si 12.5% sange din
rasa bulgareasca (Elisei, 1995).
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Tabel 1.1
Dinamica efectivelor de bivoli Tn Roménia intre anii 1920 - 2019 (dupa FAO, 2021)
Table 1.1
Dynamics of buffalo herds in Romania between 1920 and 2019 (after FAO, 2021)

Anul de referinta Numarul de Diferente fata de
animale anul de referinta %

(+1)

1920 145856 -

1946 200000 +37,12

1966 154113 +5,66

1970 175240 +20,14

1980 228000 +56.31

2005 45028 -56,1

2012 22400 -84,64

2013 19401 -86,69

2014 19426 -86,71

2018 18900 -87,04

2019 19000 -86,97

1.2. insusirile morfologice ale bubalinelor crescute in Roménia

Tn cadrul rasei romanesti de bubaline se intalnesc dou4 tipuri originare,
ecologice si morfologice.

Bivolul de Transilvania, este mai inalt (talia 132 cm la bivolite), cu
lungimea trunchiului relativ mica (139 cm), toracele mai putin descins (54%),
membrele mai lungi si mai groase (21 cm), faptura mai apropiata de a
animalului de tractiune, fata de tipul din Campia Dunarii, care este mai putin
Tnalt (129 cm), cu formatul corporal dreptunghiular, (110%), mai adanc (55%),
cu ugerul mai dezvoltat, membre mai subtiri si faptura mai uscativa (Coroian
Aurelia, 2009).

Bubalinele romanesti, se caracterizeaza prin dezvoltare corporala
relativ mica (greutatea la bivolite 460 kg si talia 132 cm), format corporal scurt
(107%), faptura masiva (154%), cadru corporal acceptabil (1.85 m2), dimorfism
sexual putin pronuntat si conformatie nearmonioasa.

Capul este mare, cu directie orizontala, cu fruntea scurta si bombata,
fata este lunga si Tngusta, coarnele groase, semilunare, orientate inapoi, cu
lungimea de 40-60 cm.

Gatul este scurt, 59 larg si adanc, cu linia superioara lasata in zona
spinarii, ascendenta spre crupa si tesita spre baza cozii. Crupa are un aspect
unghiulos, este scurta, larga la solduri, dar ingusta la ischii.
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Coada este prinsa jos si infundata, iar toracele descins (53 - 54%),
abdomenul este foarte mare si ugerul de marime mijlocie, globulos si conic,
aproape simetric si cu mameloane subfjri.

Membrele sunt groase si cu ongloane mari si departate. Pielea este
groasa, si pigmentata, parul este gros si lung, rar pe regiunile superioare ale
trunchiului si mai des pe frunte, ganase, coaste si membre (Coroian Aurelia,
2009).

Culoarea este neagra cu nuante cenusii sau brun roscata, pintenogeli
si smocul cozii alb, dar rareori cu baltaturi si albinisme (Moldoveanu s.a, 1973,
Velea s.a., 1981).

Referitor la nsusirile functionale, rasa de bubaline romaneasca prezinta
o constitutie robusta, spre grosolana, in special pentru tipul de Transilvania si
la masculi. Prezinta un temperament linistit, caracter bland daca este crescut
in efective mici, dar irascibil si Tncapatanat cand este crescut in efective mari.
Prezinta stare de sanatate buna, dar este tardiv, atinge maturitatea corporala
dupa varsta de 6 ani, intrand la reproductie dupa varsta de 27 - 28 de luni. In
anumite conditii de crestere si alimentatie varsta de intrare la reproductie este
de 20 — 22 luni (Ciornei S., 2020). Rasa roméaneasca de bubaline are aptitudini
multiple, pentru lapte, carne si munca. Prezinta longevitate ridicata, pana la
varsta de 20 de ani (Georgescu Gh., 1988).

Productia de lapte prezinta o medie de 1100 kg, cu o durata a lactatiei
de 8 - 9 luni, cu variatii in functie de calitatea materialului genetic si conditiile
de crestere. Cu privire la economicitatea in productia de lapte aceasta este
putin satisfacatoare, cu exceptia randamentului laptelui de bivolita in unt, care
este foarte ridicat. Consumul de hrana este mare (cca. 2 U.N./kg lapte de
bivolita) si indicele de lapte este redus (Georgescu.,1988).
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2. MORFOLOGIA GENITALA LA BIVOLITA
2. GENITAL MORPHOLOGY IN BUFFALO COW

2.1. Morfologia aparatului genital la bivolita

Anatomia normala a sistemului genital feminin si masculin la bubaline
este importanta pentru a intelege, procesele clinice fiziologice care trebuie
intreprinse si, de asemenea, pentru a intelege diferitele structuri (Tonizza de
Carvalho s.a., 2014; Cotofan, 1985).

Tractul reproductiv feminin cuprinde organele genitale tubulare si
organele generative, iar sistemul reproductiv masculin este format din testicule,
structurile tubulare si glandele sexuale accesorii. Bovinele si bubalinele par sa
fie similare in anatomia tractului reproductiv feminin si masculin, dar unele
diferente, cum ar fi colul uterin mai ingust, dimensiunile ovariene si testiculare
mai mici, glandele sexuale masculine accesorii mai mici la bivol fac ca
bubalinele sa fie usor diferite de bovine (Dyce s.a. 1996).

Importanta anatomiei sistemului reproductiv feminin, cunoasterea
particularitatilor anatomice femele este importanta, printre altele, pentru
diagnosticul malfunctiilor ovariene si uterine, pentru utilizarea tehnicilor de
reproducere, cum ar fi diagnosticarea gestatiei, inseminarea artificiala,
superovulatia, prelevarea ovulelor si transferul de embrioni.

Aparatul genital femel include ovarele, care produc gameti si hormoni;
oviductele, care sunt extensii ale uterului si ofera functii de transport pentru
ovocite, sperma si secretii; uterul, care este locul dezvoltarii embrionare si
fetale; vaginul, care este canalul pentru trecerea copularii si a fatului, si
organele genitale externe (fig. 1.1) (Banks, 1992, Dyce 1996).

Organele genitale interne sunt fixate de ligamentul larg, cuprinzand
mezovarul care sustine ovarul, mezosalpinxul care sustine oviductele si
mezometrul, care sustine uterul (Hafez, 2004).

Potrivit lui Runceanu L. si colab. (2016) ligamentul larg este singurul
atasament al uterului cu corpul animalului. Tn general, ligamentele largi constau
din pliuri serosale duble care contin intre ele muschi, tesut conjunctiv, nervi si
vase de séange. Brar si colab. (2008), prin studierea ligamentelor largi la bivoli
a observat ca la vitelele abia fatate fibroblastele si fibrele musculare erau inca
n organizare, bivolitele adulte negestante aveau o musculaturéa bine dezvoltata
in ligamente largi, iar la bivolitele gestante ligamentul larg avea fascicule
musculare relativ mai mari, cu aparitii sincitiale frecvente ale fibrelor musculare.
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Bazinul la bivolita

Dupa descrierile lui Hadi (1965), si Chantaraprateep (1984) , pelvisul
bubalin este diferit de pelvisul bovin. Intrarea pelvind la bivolite este mai
circulara si oblica comparativ cu apertura craniana eliptica la vaci. Cei doua
oase pubiene sunt fuzionate complet si bazinul are o lungime variabila. Oasele
celor doua ischiumuri la bivoli formeaza cu axul longitudinal un unghi de 70 de
grade (fig. 1.2) comparativ cu 50 de grade la vaci. In plan superior sacrum si
ilium formeaza un plafon inalt, neregulat, convex cu aspect fin, ascutit si fragil.
Tuberculii ischiatici sunt mari, bine dezvoltati si trasi in lateral, au un aspect sub
forma de ,y". Distanta dintre acetabulum si tuberculul coxal (unghiul extern al
paletelor iliace), si intre tuberculul ischiatic si acetabulum este aproape egala
(cu o diferenta de 4 - 5 cm) la bovine, in timp ce la bivoli diferenta este dubla,
de 8 - 10 cm. La bivoli a 5-a vertebra sacrala este articulatda mobil de cea de-a
4-a vertebra sacrala, in timp ce la vaca a 4-a si a 5-a vertebra sacrala sunt o
sinostoza. In mod global, aceste variatii au ca rezultat diametre mai mari si 0
deschidere a bazinului mai generoasa, fiind in favoarea parturitiilor eutocice.

Buffaloes genital system o= . ' Cattle genital system

Fig. 1.1 Diagrama aparatelor genitale la bivolitd (stdnga) si la vaca (dreapta),
(Purohit, 2014)
Fig.1.1 Schematic diagram of the buffalo’s (left) and cattle (right) female genital systems

Segmentele genitale externe si interne
Bubalinele si bovinele sunt considerate specii similare, dar exista unele
diferente intre segmentele genitale externe si interne. Organele genitale
tubulare ale bivolitei sunt, in general, mai musculare si mai rigide, iar coarnele
uterine mai sinuoase. Cervixul este mai ingust si putin mai scurt.
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Ovarele, desi sunt considerate similare cu cele ale bovinelor, sunt, in
general, de dimensiuni mai mici. Numarul de foliculi primordiali in ovarele
bivolitelor este comparativ mai mic in comparatie cu cele de la bovine, iar
diametrul foliculului este de asemenea mai mic la bivol. Corpul luteal (CL) se
dezvoltd mai putin pe suprafata ovariana si este mai incorporat in stroma
ovariana. Oviductele bivolului sunt mai grose si sunt mai adanc inglobate in
ligamentele largi decat in vaca (Danell, 1987, Aboul-Fadle, s.a. 1974).

Fig. 1.3 Structurile ovariene (foliculi, corp galben)

Fig. 1.2 Diagrama pelvisului la bivolita de pe ovarul de bivolita. (Purohit G.N. 2014)
Fig.1.2 The diagram of bubaline pelvis Fig. 1.3 The ovarian structures (follicles,
(Purohit G.N. 2014) corpus luteum) on the buffalo ovary. (Photo

courtesy Prof G.N. Purohit

Potrivit lui Dyce (1996) ovarele sunt solide, ovoide si prezintd o
suprafatd neuniforma datorita proiectiei foliculilor si corpilor luteali. Portiunea
craniana a fiecarui ovar este unita de ligamentul larg al uterului prin mezoovar.
Alti autori afirma ca ovarele bivolitelor sunt mai alungite si mai ferm fixate de
mezovariu in comparatie cu ovarele bovinelor.

Potrivit lui Carvalho (2006), aceasta legatura rigida prezentata de bivoli
poate Tmpiedica miscarea ovarelor in timpul ovulatiei, deoarece mezovariul
este responsabil pentru miscarile gonadei feminine. Mobilitatea mai mica a
ovarului ar putea afecta absorbtia ovocitelor de catre fimbriile oviductului si
astfel poate influenta rata de recuperare a acestor gameti.

Potrivit unor autori, la bivolii adulti, greutatea ovariana variaza de la 0,5
la 10,9 g, iar junincile prezinta o greutate medie de 3,4 la 3,6 g (Sane s.a., 1964
si Danell, 1987).

Oviductele sunt structuri sinuoase care se extind bilateral de la ovar la
coarnele uterine. Grosimea musculaturii din oviduct creste de la ovar la capatul
uterin al oviductului (Hafez, 2004). La bivolitele adulte, lungimea oviductului
variaza de la 12,5 la 42,8 cm (Vale, 1982).

Referitor la lungimea corpului uterin Vittoria (1997) afirma ca exista o
variatie de la 0,8 la 1,5 cm la bivolul mediteranean. Cervixul la bivoli este relativ
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mai scurt si mai ingust decat la vaca si cu un numar de inele cervicale cuprinse
intre 1 si 5 (Hadi si Sane 1965, Carvalho 2007).

Potrivit lui Sane si colab. (1964), se explica dilatarea incompletd a
orificiului cervical Tn estru atunci cand sunt inele mai putine in comparatie cu
bovinele. Acest lucru explica, partial, dilatarea necorespunzatoare a colului
uterin la fatare, fiind o cauza rara de distocie la bivoli comparativ cu bovinele
(Purohit s.a. 2011).

Modelul de anastomoza vasculara observat la bivoli difera de cel al
vacii. Ramura uterina a arterei vaginale emite o ramura catre corpul uterului.
Artera ovariana emite o ramura arterei uterine si arterele de pe ambele parti
ale uterului au fost interconectate cu arcuri anastomozante proeminente la
nivelul corpului uterului (Kunchithapatham 1994).

2.2. Fiziologia genitala la bivolita

Fiziologia reproductiva a bivolilor este similara bovinelor, dar exista
diferente subtile Tn unele aspecte. Bivotele prezinta o influentd marcatd a
sezonului asupra exprimarii estului, conceptiei si a fatarii (Barile, 2005; Marai
si Habeeb, 2010). S-a mentionat c& momentul reproducerii la speciile de bivoli
este foarte variabil.

n tarile subtropicale si temperate, departe de ecuator, cum ar fi India,
Pakistan si Italia, reproducerea este dependenta sezonier, reproducerea fiind
favorizata in timpul scaderii lungimii zilei, in timp ce in tarile tropicale din
apropierea ecuatorului reproducerea este mai mare in functie de
disponibilitatea furajelor (Zicarelli, 1993; Campanile, 2010).

Studiile au demonstrat scaderea sezoniera a activitatii sexuale in multe
tari (Shafie 1993). Prin urmare, sezonul de reproducere pentru bivoli in tarile in
care cresterea bivolilor este importanta pare sa se extinda din septembrie pana
in martie (Di Francesco, 2010). In comparatie cu bovinele, bivolii prezinta
pubertate intarziata (Perera, 2011), exprimare slaba a estrului intr-o proportie
mai mare de femele (Presicce, 2007), estrus postpartum intarziat si intervale
prelungite de fatare (EI-Wishy, 2007).

Embrionii de bivol au mai multe picaturi de lipide si intra n uter la 96 -
108 h dupa ovulatie (Anwar si ullah, 1998) si se dezvolta rapid in blastocisti
eclozati pana in ziua 7 a ovulatiei. Alungirea embrionara se presupune ca apare
similar bovinelor (Neglia s.a., 2009).

Se considera ca reaparitia intarziata a estrulul postpartum se datoreaza
efectelor sezoniere legate de exploatare si inclusiv de nutritie. Gestatia
gemelara este rara la bivoli, iar raportul de sex al nasterilor masculine este de
1,15: 1 (Hossein-Zadeh s.a., 2012).
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2.2.1 Ovogeneza

Ovulul s-au gametul femel, provine din celulele germinale primordiale
care se dezvolta in faza embrionara timpurie. Aceste celule germinale
primordiale migreaza din sacul germinativ spre creasta genitala aproximativ
pana in ziua 35 de gestatie la bovine si bubaline.

Aceste creste genitale se diferentiaza in gonade, iar celulele germinale
primordiale se dezvolta in oogonie. Ovogonia se inmulteste prin mitoza dupa
diferentierea sexuala si intra in profaza primei diviziuni meiotice numite si
ovocite primare (ovogeneza). Ovogeneza este finalizata Tnainte sau imediat
dupa fatare la animalele domestice. In acest stadiu ovulele sunt inconjurate de
un singur strat de celule epiteliale numite foliculi.

Astfel, la fatare, vitelele de bivol au zestrea lor completa de ovocite in
foliculi primordiali care scad progresiv in timpul vietii animalului.

Ovarele de bivol au doar 10.000 - 20.000 de foliculi primordiali (Danell
1987) comparativ cu peste 100.000 la bovine. Studiile au aratat ca rotatia
foliculara la bivoli este similara cu bovinele (Presicce, 2007).

Dupa pubertate, ovocitele isi reiau dezvoltarea trecand prin metafaza,
anafaza si telofaza primei diviziuni meiotice si se dezvolta in ovocite secundare
sau sufera atrezie. in aceasta etapa a diviziunii meiotice, numarul cromozomial
este redus la jumatate si primul globul polar este eliminat.

Dupa ovulatie ovocitul secundar sufera o alta diviziune meiotica, iar cel
de-al doilea globul polar este eliminat Thainte de fertilizarea cu spermatozoidul.

Ovulatia marcheaza inceputul fazei luteale si este punctul culminant al
unui proces numit ovogeneza, in care celulele germinale sunt maturate.
Celulele germinale sunt prezente in foliculii care contin receptori pentru FSH,
care la randul lor stimuleaza cresterea si maturarea foliculilor receptivi.

2.2.2 Foliculogeneza

Dezvoltarea foliculilor pre-antrali

Dupa sfarsitul ovogenezei, ovarul este format din foliculi primordiali
cuprinsi intr-un cadru de tesut interstitial captusit cu epiteliu germinativ.
Ovocitele formate in perioada fetald si neonatala sunt singura sursa de ovocite
disponibile pe intreaga viata sexuald (Awasthi, 2013). Rezerva foliculilor
primordiali este limitata, fie sufera atrezie, fie unii foliculi primordiali incep sa
creasca si ulterior sa intre in atrezie. Odata ce foliculii primordiali incep sa
creasca, celulele granuloasei prolifereaza pentru a forma structuri
multilamelare cunoscute sub numele de foliculi preantrali. Acesti foliculi
preantrali cresc odata cu formarea ulterioara a unui spatiu umplut cu lichid
(antrum) si a unui strat celular bine diferentiat (Awasthi s.a. 2007).
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Cresterea foliculului antral (valuri de crestere foliculara)

Etapele ulterioare ale dezvoltarii foliculului antral la bivoli sunt
caracterizate prin doua sau trei valuri de crestere foliculara in timpul fiecarui
ciclu estru. Valurile de crestere folicularad sunt observate in diverse perioade
precum perioada prepubertalda, puberala, anestru, gestatie si perioada
postpartum. Fiecare val de crestere a foliculilor se caracterizeaza prin
recrutarea unui grup de foliculi care continua sa creasca pana la aproximativ 6
- 8 mm in diametru. Din acest grup de foliculi in crestere, un singur folicul este
selectat pentru a continua sa creasca si devine foliculul dominant, iar foliculul
dominant al celui de-al doilea sau al treilea val este in cele din urma responsabil
pentru exprimarea estrului si va ovula (Awasthi s.a., 2008).

2.2.3 Ciclu sexual la bivolita

Dupa ce a ajuns la pubertate, bivolitei i se initiazd un model ritmic al
activitatii sexuale cunoscut sub numele de ciclu sexual. Semnul cel mai clar
definibil al acestui tipar ritmic este estru, o perioada de receptivitate sexuala,
care se repeta la fiecare 21 de zile (interval 19 - 23 zile). In linii mari, ciclul
sexual poate fi impartit in patru faze si anume: proestrus (3 zile), estru (24 ore),
metestru (3 - 4 zile) si diestru (12 - 15 zile). Fazele proestru si estru sunt grupate
sub faza foliculara, in timp ce metestrul si diestrul sunt clasificate in faza luteala
a ciclului sexual (Perera, 2011; Singh s.a., 2000).

Desi este o femela poliestrica, ciclul sexual are un accentuat caracter
sezonier, mai ales ca mod de manifestare: in zonele de ses si de deal, ciclul
sexual este mai intens in aprilie si septembrie, pe cand in zonele de munte,
intensitatea este mai mare in lunile iunie, iulie (Runceanu s.a., 2007; Groza
s.a., 2012; Groza si Muntean, 2000).

Sezonalitatea este marcata de temperatura ambianta, fotoperioada si
specificul nutritiei. Efectul fotoperioadei este asemanator cu cel de la vaci. in
perioada de vara, temperatura mediului ambiant si fotoperioada au un nivel
maxim, (creste titrul prolactinei), precum si progesteronul in plasma (Hafez,
2000). Temperatura ridicata contribuie deasemenea si la depresia sezoniera la
mascul.

Sunt citate numeroase observatii care atesta sezonalitatea ciclicitatii
sexuale incepand cu libidoul, fecundatia, gestatia si alte manifestari ale
ciclogramei reproductiei la bivolita (tabelul 2.1).

Durata unui ciclu sexual este in general, in medie, de 21 zile; n India,
unde se inregistreaza o temperatura ridicatd si umiditate scazuta, durata
ciclului prezinta variatii de la 19,4 zile la 21,4 zile; in Egipt se inregistreaza o
durata de 21,4 zile; 21 zile in Bulgaria; 24 zile in China, 28 - 30 zile Tn Malaysia.

La bivolii de rau, estrul dureaza in medie 24h (10 - 48h) in comparatie
cu o perioada de timp mai scurta la bivolii de mlastina (19,9 + 4h). Femela
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acceptd masculul pentru imperechere in aceasté perioada (Perera, 2011). In
timpul estrusului, un ovul se maturizeaza in foliculul ovarian sub influenta LH si
ovuleaza la aproximativ 11 ore dupa disparitia semnelor de estru la bivolii de
rau si 13,9 ore la bivolii de mlastina (Moioli, 1998). Daca bivolita s-a
Tmperecheat sau este inseminata in timpul estului, ovulul este fertilizat si
ajunge 1n uter pentru dezvoltare ulterioara. Daca nu se produce fecundatia si
nidatia, atunci estrul reapare la un interval de aproximativ 21 de zile. De obicei,
hemoragia metestrald nu apare la bivolite. in conditii fiziologice normale,
activitatea ciclica raméane absentd inainte de aparitia pubertatii, in timpul
gestatiei si pentru o perioada scurta postpartrum.

Tabelul 2.1
Caracteristicile reproductiei la bovine si bubaline (Hafez, 2001)
Table 2.1

Reproductive characteristics in cattle and buffaloes (Hafez, 2001)

.. Bovine (media Bubaline (media
Parametrii : . ; .

intervalului) intervalului)
Sezon sexual Poliestru Poliestru
Varsta la pubertate 15 (10 - 24) 21 (15 - 36)

Ciclul estral
Lungime (zile) 21 (14 - 29) 21 (18 - 22)
Estru (ore) 18 (12 - 30) 21 (17 - 24)
Ovulatie
Tip Spontan Spontan
Durata de la inceput (ore) 30 (18 - 48) 32 (18 - 45)
Numarul de ovule eliberate 1 1
Durata de viata a CL (zile) 16 16
Fertilitatea ovulului (ore) (20 -24) -
Intraurea ovu]ulw in uter (ore 90 (64 - 96) i
dupa ovulatie)
Durata gestatiei (zile) 280 (278 293) 315 (305 - 330)
Varsta primei fatari (luni) 30 (24 - 36) 42 (36 - 56)
Interval post partum

Involutia uterina (zile) 45 (32 - 50) 35 (16 - 60)
Prima ovulatie (zile) 30 (10 - 110) 75 (35 - 180)
Interval intre fatari (luni) 13 (12 - 14) 18 (15 -21)

CL la bivoli este mai mic in comparatie cu bovinele si o alta trasatura
caracteristica a cresterii CL la bivoli este ca lipseste o coroana si este de obicei
incorporata in stroma ovariana. Aceste caracteristici impiedica identificarea
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exacta a structurilor ovariene prin palparea rectala la bivoli in comparatie cu
bovinele (Verma-Kumar s.a., 2004).

2.2.4 Endocrinologia reproducerii

Ciclul estral la bivolite este reglat de axa hipotalamo-hipofizo-gonadica
formata din hipotalamus, hipofiza si ovare. La aceasta axa se mai adauga si
endometrul uterin. Hipotalamusul produce GnRH ca raspuns la semnalele
neuro-endocrine si la steroizii circulanti sangvini. GnRH-ul are o actiune trofica
asupra hipofizei stimuland productia de gonadotropine; cele doua
gonadotrofine esentiale pentru functia de reproductie sunt FSH-ul si LH-ul.

Acesti hormoni stimuleaza foliculii ovarieni sa creasca, induc deci valul
folicular si ovulatia. Mai mult, dupa ovulatie foliculul se transforma pentru a
forma corpul luteal (CL) sub influenta LH-ului. CL este responsabil pentru
productia de progesteron la animalele ciclice si la cele gestante.

Hormonii primari produsi de ovar sunt estrogenul (E) si progesteronul
(P4), pe langa alti hormoni locali ca inhibina, prostaglandine, relaxina. Acesti
hormoni sunt transportati de fluxul sanguin catre tesuturile tinta prin globulinele
care leaga steroizii sexuali.

Estrogenul, produs de foliculul in crestere, are un feedback pozitiv
pentru stimularea eliberarii pulsatile de LH (Singh s.a., 2000). De asemenea,
influenteazd comportamentul estrului la bivolte. Tn plus, estrogenii initiaza
contractiile uterine necesare transportului spermei prin tractusul reproductiv
feminin, creste fluxul de sdnge catre organele genitale si productia de mucus
de catre glandele din cervix si vagin.

Progesteronul produs de CL previne ciclicitatea actiondnd asupra
hipofizei anterioare printr-un model de feedback negativ, reducand astfel
eliberarea de FSH si LH. Progesteronul pregateste uterul pentru primirea unui
ovul fertilizat si nidatia ulterioara. De asemenea, ajuta la mentinerea gestatiei
prin suprimarea contractiilor uterine si promovarea dezvoltarii mucoasei
uterine. Un alt hormon care are un rol important in functia de reproducere la
femele este prostaglandina F2a (PGF2a).
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3. PARTURITIA SI PERIOADA PUERPERALA LA BIVOLITA

3. PARTURITION AND THE PUERPERAL PERIOD IN THE
BUFFALO COW

3.1. Parturitia la bivolita

Procesul parturitiei este declansat de fat si implica o cascada complexa
de evenimente endocrine, neuronale si mecanice care favorizeazéa contractiile
miometriale, dilatarea colului uterin, expulzarea fatului si a invelitorilor fetale
(Senger, 2012). Fatarea marcheaza intreruperea gestatiei, moment in care
fatul este capabil de supravietuire independentd in afara uterului (Morrow,
1986).

3.1.1 Semne prodromale

Semnele comportamentale de apropiere a fatarii la bivoli sunt similare
cu cele de la bovine. Cel mai adesea, semnele includ modificari ale
ligamentelor pelvine, marirea si edemul vulvei si dezvoltarea ugerului. Dintre
acestea, cel mai evident si mai sigur indiciu al apropierii parturitiei este edemul
mamar. Modificarile morfologice sunt utile ca ghid si ofera o idee aproximativa
a timpului asteptat, dar nu permit o predictie exactd a momentului (Benesch
s.a., 2001). Cu una péna la doua zile Tnainte de fatare, unele bivolite au o diaree
apoasa pasagera ce dispare spontan la 24 de ore dupa fatare, acest simptom
pare a fi de origine psihogena (Purohit, 2014).

Edemul mamar cu dilatarea mameloanelor devine proeminent cu
aproximativ 1,8 zile inainte de fatare. Mameloanele devin globuloase, iar
venele mamare superficiale par foarte ectaziate (Singh s.a., 1994).

Cu doar 2 pana la 3 zile nainte, se produce o relaxare marcanta a
ligamentelor pelvine, cu exceptia ligamentului sacrosciatic care devine flasc cu
aproximativ 12 pana la 24 de ore prepartum. Coada are un aspect ridicat, iar
bazinul pare ca fiind adancit si basculat producand o depresiune la baza cozii
(Singh s.a., 1966).

Vulva devine progresiv edematiata si congestionata in ultimele 3 pana
la 4 zile si extrem de flasca cu 24 pana la 36 de ore inainte de inceperea
parturitiei, iar pliurile transversale dispar complet. Lichefierea dopului de mucus
cervical se produce in ultimele 3 pana la 4 zile (Ahmad s.a., 2009).

Pe masura ce travaliul incepe, bivolitele devin nervoase, agitate iesind
din zona de confort, prezintd un apetit redus pentru furaje si apa. La fiecare
contractie aparuta fsi ridica coada, arcuiesc spatele, adopta decubitul si se
ridica des. In decubit, se Intind complet pe o parte, iar membrele posterioare
sunt tinute Tn hiperextensie (Roy si Luktuke, 1962, Vulpe, 2006).
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3.1.2. Etapele parturitiei

Similar altor rumegatoare, si la bubaline, parturitia este impartita in trei
etape diferite. Prima etapa se caracterizeaza prin dilatarea cervixului, a doua
etapad prin expulzarea fatului si a treia etapa prin expulzarea membranelor
fetale (fig.3.1). Durata acestor etape si intreaga durata a parturitiei este
variabila, precum s-a raportat in diferite studii.

Dilatarea si deschiderea cervixului complet dureaza aproximativ 0,5
pana la 2 ore. Stadiul este mai lung la primipare decét la pluripare. Cu
aproximativ 12 pana la 24 de ore Tnainte de parturitie, contractiile uterine cresc
atat in frecventd cat si in amplitudine, provocénd animalului un anumit
disconfort abdominal. Dupa aproximativ 40 de minute de la debutul travaliului
si 10 minute dupéa terminarea primei etape, apare alantocorionul in canalul
vaginal si se rupe dupa un interval mediu de 2 minute, (Jainudeen si Hafez
2000).

Dupa o perioada de repaos de aproximativ 13 minute, la niveliul vulvei
se observa elemente fetale inconjurate de amnios de culoare alb sidefiu.
Contractiile si miscérile abdominale puternice duc la ruperea sacului amniotic
si la avansarea fatului, de obicei, in asezare longitudinald si prezentare
anterioara. Trecerea capului si membrelor fetale necesita eforturi expulsive
maxime, iar restul fatului este expulzat cu usurintd. Aceasta etapa a travaliului
dureaza aproximativ 9 pana la 44 de minute, dar se poate extinde pana la 6
ore, In special in primipare.

Dupa parturitie, presa abdominala inceteaza si anexele fetale sunt
expulzate in decurs de aproximativ 4,3 pana la 9,1 ore.

Un studiu privind momentul din zi al parturitiei a aratat ca aproximativ
46,7%, 30% si 23,3% dintre bivolite au fatat dimineata, dupa-amiaza si,
respectiv, noaptea (Roy si Luktuke, 1962). Cu toate acestea, un alt studiu
prezinta ca majoritatea fatarilor, respectiv 80%, se produc in timpul noptii
(Dodamani s.a., 2010).
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Fig. 3.1 Etapele parturitiei la bivolita. Alantocorionul la nivelul vulvei (A), Amniosul si
membrele fetale (B), Capul fetal coplet expulzat (C) (Das s.a., 2014)
Fig. 3.1 Sequential events during parturition in buffalo. Arrow indicates allantochorion
hanging from the vulva (A), Second water bag/amnion and fetal limbs appearing at the
vulva (B) Fetal head completely out (C), (Das s.a., 2014)

3.2. Puerperium la bivolita

Puerperium este perioada de dupa parturitie, in timpul careia aparatul
genital revine la starea sa antegestationald in ceea ce priveste dimensiunea,
localizarea si functia, astfel incat femela sa poata fi gestanta din nou. Puerperiul
incepe imediat dupa fatare si dureazd pana la restabilirea functiei de
reproducere (Senger, 2012).

3.2.1. Involutia uterina

La bivolita, regresia uterind este consideratd completa atunci cand
uterul revine la dimensiunea normald non-gestanta si la locatia sa in bazin
(Raizada s.a., 1982) sau cand ambele coarne uterine au dimensiuni
aproximativ egale la bifurcatia externa si au tonus normal (El-Fouly s.a., 1976).

Ultrasonografic, involutia uterina este considerata completa atunci cand
atat coarnele, céat si cervixul sunt vizualizate ca structuri uniforme, izoecogene
fara continut, pe imagistica sectiunii transversale. Existd o mare variatie a
datelor privind timpul de involutie la bivolite, cu valori medii cuprinse intre 20,1
si 41,6 zile.
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Tn primele 24 pané la 48 de ore dupa fatare, uterul este ca un sac mare
si flasc, in cavitatea abdominala. In ziua a 7-a postpartum (PP), uterul ramane
cranian si ventral pana la marginea pelviana. Rata de involutie este rapida pana
la 14 zile si se observa o scadere marcata a dimensiunii intre 7 si 15 zile dupa
parturitie. Pana in ziua 15 postpartum, cornul gestant poate fi localizat la
marginea bazinului, in timp ce congenerul sau se afla in cavitatea pelviana.
Rata de involutie scade treptat, este lenta dar progresiva pana la 21 - 25 de
zile PP (Roy si Luktuke, 1962) Uterul complet revine in cavitatea pelviana pana
in ziua 25 si cornul gestant isi recapata tonusul si consistenta pana la 35 de
zile PP (Chauhan s.a.,1977). Pe baza criteriilor ultrasonografice, involutia
uterina a fost finalizata pana la 25 de zile postpartum la bivolii Murrah bulgari.
Examenul transrectal a aratat ca 65%, 82% si 100% dintre bivoli au avut uterul
in cavitatea pelviana in zilele 22, 28 si respectiv 34.

Studiile histologice au aratat ca epiteliul uterin normal a fost restabilit la
30 de zile pe cornul negestant si 45 de zile pe cornul gestant. Aproximativ 500
ml de losii sunt evacuate in prima zi si cantitatea lor scad treptat, interval mediu
de eliminare a lor este de 6 zile (0 - 34 zile) (Agrawal s.a., 1978).

3.2.2. Puerperiumul clinic

Puerperium clinic in general dureaza trei saptamani de la parturitie.
Aceasta perioada se caracterizeaza prin procese de involutie ale uterului,
greutatea lui ajungand la 500 — 600 g. In aceastad perioada se instaleaza
echilibrul ntre procesele degenerative si cele regenerative sub influienta
hormonilor estrogenilor. Losiile scad in cantitate si devin incolore, uneori usor
galbui, cu caracter mucos, urmand sa dispara.

Refacerea epiteliului uterin si ale glandelor uterine se produce pe
seama stromei uterine. In aceastd perioadd are loc o puternica secresie
endocrina, sunt activati receptorii uterini, creste capacitatea de autoaparare
locala, creste activitatea ovarelor, ca raspuns la actiunea hormonilor periferici
si centrali (Groza s.a., 2019).

3.3. Afectiunile perioadei puerperale la bivolita

Un tract genital sanatos este o conditie esentiala pentru ca o bivolita sa
isi mentina capacitatea de reproducere si inclusiv de producere a laptelui. Orice
afectiune a tractului genital tubular ar impiedica sau ar scadea trecerea
gametilor si embrionilor si stabilirea lor in uter, rezultand o fertilitate mai
scazuta. Afectiunile genitale par a fi un motiv important pentru sacrificarea
bivolitelor.
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3.3.1. Afectiuni ovariene

Disfunctia ovariana este frecventa in perioada puerperala (Mc Leod si
Williams, 1991) si este o entitate clinica importanta, deoarece afecteaza
capacitatea unui animal de a se reproduce si de a produce lapte. Ovarele si
structurile ovariene la bivolita sunt sensibil mai mici comparativ cu vacile, mai
ales in hipofunctia ovariana sezoniera, iar patologiile ovariene limiteaza
valoarea de reproducere a acestei specii (Purohit, 2014).

Hipotrofii ovariene

Sunt afectiuni ovariene foarte frecvente la bivolite, acestea sunt
diagnosticate pe tot parcursul anului, dar mai ales in sezonul rece, in conditii
de furajare deficitara, conditii de inactivitate sezoniera de primavara-vara
(Tomai 2015, Groza s.a., 2009).

Tulburarile trofice ovariene sunt intalnite frecvent la rumegatoare dupa
pubertate, atat la primipare cat si la multipare. Ovarul este un organ cu
sensibilitate ridicata, avand functie dubla, endocrina si germinativa. Tulburarile
trofice sunt consecinta diferitelor carente alimentare, traumatisme, infectii,
tulburari endocrine, insuficienta secretorie gonadotropa adenohipofizara (FSH
si LH) sau tratamente hormonale efectuate gresit (Runceanu, 2001; Runceanu,
2007; Boitor, citat de Groza s.a., 2009).

Sterilitatea in cadrul tulburarilor trofice se datoreaza unor modificari in
procese metabolice. Modificarea acestor activitati celulare ovariene are ca
rezultat reducerea volumului celulelor active, modificarea structurilor deja
formate sau a receptorilor hormonali (Cotea, 1982, Runceanu, 2001).

Stabilirea diagnosticului depinde de gradul hipotrofiei si de modificarile
utero-ovariene.

Hipotrofia de gradul | se manifestad prin lipsa estrului sau estru fara
manifestari evidente, asociata cu modificari discrete ale tractusului genital. La
examenul transrectal, se observa scaderea usoara a ovarelor in volum,
consistenta este apropiatd de normal, si identificarea unor formatiuni
functionale ovariene cu evolutie incompleta (foliculi) (Drugociu, 2015).

Hipotrofia de gradul Il este o afectiune ovariana mai severa
caracterizeaza prin anafrodizie. Examenul intern evidentiaza ovare putin
reduse in volum, consistenta crescuta si absenta formatiunilor functionale
(foliculi sau corpi luteali), boala mai poarta denumirea de “ovare netede”.

Hipotrofia de gradul Ill denumita si atrofia ovariana se caracterizata prin
anafrodizie si modificari ovariene. Prin palpare interna se constata micsorarea
in volum a ovarelor (intre 0,5 - 1 cm) avand consistenta crescuta (dure), lipsec
formatjunile functionale de pe acesta (ovare netede). Hipoplazia endometriala
apare la nivelul uterului (Drugociu, 2009, Hansen, 2009).

Odata cu imbunatatirea furajarii pe termen lung, are loc remedierea
afectiunii Tn cazul hipotrofiilor de gradul | si Il (Tomai, 2012, Ardelean, 2002).
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Protocolul terapeutic Tn cazul hipotrofiilor se bazeaza pe terapia neuro-
reflexa si hormonala:

- electroterapie, irigatii vaginale cu solutji fiziologice caldute, pensulatii
cervicale cu iod glicerinat, masaje utero-ovariene repetate;

- tratamente intravaginale cu spirale impregnate cu progesterone
(PRID, CIDRE);

- administrarea de Gn-RH (dupa 10 zile post-partum);

- administrarea de hormoni gonadotropi serici: (ex. Folligon 1000 Ul),
tratamentul se efectueaza 2 - 3 zile si se repeta la 10 - 14 zile.

Corpul luteal persistent

Corpul luteal persistent (CLP) este o glanda cu secretie interna, cu
suport endocrin. Este intalnita la vaca si bivolita si reprezinta un factor de
infertilitate. Corpul luteal devine patologic daca nu involueaza in 20 - 25 zile, el
isi pastreaza marimea, consistenta si forma pe ovar, fiind insotit de sindromul
de anafrodizie (Sonea, 2003, Hansen s.a. 2009, Bogdan si Groza 20009).

CLP se dezvolta la fel ca la vaca, din corpul luteal gestativ (70%), s-au
din cel ciclic (30%) (Runceanu s.a., 2016). Aceasta afectiune este influentata
de diversi factori, amintim disfunctile endocrine si factorii favorizanti.
Disfuncfiiile endocrine sunt considerate cauza principala a instalarii corpului
luteal patologic, (Tomai, 2015).

in evolutia CLP exista o conditionare reciproca intre factori ovarieni si
uterini, de aceeea tratamentul complet are in vedere inducerea luteolizei si
tratarea afectiunilor inflamatorii uterine.

Diversi autori au evidentiat rolul deosebit pe care il au unele afectiuni
uterine in aparitia corpului luteal persistent. Acestia afirma ca uterul intervine
prin mai multi factori in relatia sa cu ovarele, ca de exemplu: -efectul luteolitic
uterin prin PGF2aq; -sinteza steroizilor la nivelul endometrului; -retrorelatia uter-
ovar in metabolismul estrogenilor (Boitor 1999, Cernescu 2005, Runceanus.s.,
2007, Bogdan si Groza 2009).

Cauzele predispozante se refera la: -producti mari de lapte, o
hiposecretie (rar la bivolitele multipare); -hipersecretia de LH si LTH; -lipsa de
miscare si microclimat necorespunzator; - carentele vitamino-minerale si in
oligominerale.

Corpul luteal gestativ poate deveni persistent in caz de moarte
embrionara, retentie placentara si alte endometrite parazitare; chiar o secretie
catarala uterina poate fi incriminata in aparitia CLP.

Principala manifestare clinica este anafrodizia. Tratamentul este bazat
pe luteolitice (PGF2a).

Boala chistica ovariana

Chistii ovarieni sunt formatiuni patologice cu substrat hormonal, se
caracterizeaza prin prezenta pe ovar a unei formatiuni pline cu un lichid, cu un
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diametru de peste 20 - 25 mm si care persistd mai mult de 10 zile pe ovar
(Hansen 2000). Ciclicitatea sexuala este modificata in sensul scurtarii sau
prelungirii perioadei interestriale (Drugociu 2015).

Formatiunile chistice pot fi prezente pe unul sau pe ambele ovare, atat
pe suprafata acestora cét si in stroma, ca numar chistii pot fi multipli sau solitari.

Frecventa aparitiei bolii chistice ovariene se apreciaza ca variaza intre
6 - 19% la vaca (Hafez, 2010), iar la bivolita de 2,7% (Ahmad si Khan, 1993).

Din punct de vedere fiziopatologic bola chistica ovariena are ca factor
determinant insuficienta peak-ului preovulator de LH. Exista si o predispozitie
genetic de transmiterea ereditara a bolii chistice ovariene de la vaca la vitele
(Bogdan si Groza 2009, Runcenu s.a., 2007).

Ca factori favorizanti sunt incriminati: carentele alimentare, dar in
principal in beta-caroten si consumul crescut de fitoestrogeni si toxine;
productia mare de lapte; balanta energetic negativa din perioada
puerperiumului; suprasolicitarea organismului, interferente in secretia de LH;
afectiunile puerperale (endometrite, retentia placentara, nevroze puerperale).

Din punct de vedere al formatiunilor suport pe care se formeaza chistul
acestia pot fi chisti foliculari, chisti luteinici, chisti ai corpului luteal.

Chistul follicular se formeaza pe un folicul ovarian si sunt formati dintr-
o cavitate plina cu lichid si marginita de un perete chistic conjunctivo-hialin.
Clinic, examenul transrectal al ovarelor poate face diferenta intre chistul
folicular (capsula este mai subtire) si cel luteinic (capsuld groasa).
Comportamental, femela manifesta estru frecvent, la intervale din ce in ce mai
scurte, pana la nimfomanie.

Chigtii ovarieni luteinici se formeaza pe foliculi care au suferit
luteinizarea tecilor interne si a granuloasei. El este marginit de o capsula
fibroasa ce contine un lichid de consistenta mai crescuta. Marimea variaza de
la 2 cm panala 4 - 5 cm. Capsula are la interior un strat gros de celule (teaca
interna si granuloasa luteinizate). Frecvent chistii luteinici sunt septati si formati
din celule luteale si tesut conjunctiv fibros (Drugociu 2001).

La examenul trans rectal se constata o ingrosare neuniforma a peretelui
chistului, iar femela respectiva este anestrica.

Corpii luteali chistici apar pe corpii luteali care sufera procese de blocare
a involutiei. Comportamental, bivolita se afld in sindromul de anafrodizie.
Diagnosticul se stabileste prin examen ginecologic transrectal, cand se
constata ovare cu formatiuni chistizate dure, elastice ca si consistenta.

Cele mai frecvente metode de tratament se refera la:

- tratamentul cu GnRH, 60 - 80% dintre bivolitele tratate intra in estru
intre 18 - 23 zile (Hansen Ch. 2009);

- tratamentul cu gonadotropine corionice (HCG) duce la rezultate
satisfacatoare, dar sunt mai scumpe. Gonadotropina corionica (HCG) are
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actiune principala cu cea a hormonului LH, producand o actiune luteotropa
directa asupra chistului ovarian pe care il luteinizeaza.
- tratamentul combinat de gonadotropina corionica (HCG) si Progesteron
s-a dovedit foarte eficace in terapia chistilor luteinici si foliculari.
Indiferent de tipul chistului, dupa aproximativ 10 - 12 zile de la
tratamentul cu GnRH sau cu HCG, se recomanda administrarea unei doze de
PGF2a.

3.3.2 Afectiuni uterine

Infectiile uterine au fost raportate ca fiind cauza principala a infertilitatii
la bivolite (Agarwal, s.a., 2005). Un uter sanatos este cea mai vitala
componenta pentru implantarea si dezvoltarea embrionului Si ulterior pentru
dezvoltarea fatului. Prezenta bacteriilor in uter provoaca inflamatii si leziuni in
endometru si intarzie involutia uterind, poate influenteaza supravietuirea
gametilor si a embrionilor (Sheldon s.a., 2006).

Infectiile uterine care implica diferite straturi ale uterului au fost
clasificate ca: metrite, endometrite, perimetrite si parametrite. Incidenta
infectiilor uterine la bivolite depinde de multi factori printre care si igiena la
fatare, distocia, retentia placentara si tulburarile metabolice (Mittal s.a., 2009).
Incidenta distociei la bivoli este mai mica de 10% (Rabbani s.a., 2010) in timp
ce retentia placentara variaza intre 2,7 si 9,6% (llleva s.a., 2007, Tomar s.a.,
2002).

Aceleasi definitii pentru infectia uterina sunt utilizate la bovine si la bivoli
si, prin urmare, metritele puerperale sunt considerate afectiuni inflamatorii
acute ale uterului cu sau fara simptomatologie generala dar cu scurgeri de
material purulent in primele doua séptdmani postpartum (Tandle s.a., 2014).

Etiologia inflamatiilor uterului este foarte complexa, sunt responsabili
factori favorizanti si factori determinanti. Factorii favorizanii includ tulburarile
hormonale, carentele alimentare, traumatisme consecutiv distociilor, conditiile
defavorizante ale mediului (zooigiena necorespunzatoare), retentiile
placentare, tulburari de dinamica uterina.

Factorii determinanti sunt reprezentati de flora bacteriana polimorfa. Se
evidentiaza o varietate de germeni predominand streptococi, stafilococi, E. coli,
miceti, Leptospira, Proteus, Colibacilii (20 - 30% din asocierile bacteriene
diagnosticate), (Cernescu H., 2004).

Metrita

Metrita puerperala este o boala sistemica acuta toxica datorata unei
infectii bacteriene a uterului, ce se instaleaza, de obicei, in decurs de 10 zile
de la parturitie. Bivolitele afectate prezintd scurgeri vaginale fetide, de culoare
rosie, maro, cu aspect apos, productie redusa de lapte, matitate a mucoaselor,
anorexie si deshidratare. Diagnosticul clinic se poate baza pe aceste semne
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clinice si analize de laborator. Femelele afectate pot fi predispuse la aparitia
tulburarilor metabolice si pot dezvolta frecvent toxiemie (Azawi s.a., 2007).

Metrita este, In cele mai multe cazuri, consecutiva retentiei anexelor
fetale si a distociilor (Konigsson s.a., 2001). Prevalenta metritei variaza de la
2,7% la 12,5% (Azawi s.a., 2008). Diagnosticul de metrita cronica se pune intr-
un procent mai mare si majoritatea sunt cazuri severe.

La palparea trans-rectala, uterul este marit in volum cu peretele
ingrosat aflat in subinvolutie. Un astfel de uter anormal de mare cu scurgeri
purulente indica semne de metrita, desi semnele generale pot lipsi. Evaluarea
ultrasonografica a uterului postpartum si a dimensiunilor acestuia poate ajuta
la monitorizarea involutiei uterine si a prezentei unor lichide excesive in uter, in
timp ce un examen vaginoscopic este util in vizualizarea prezentei puroiului
sau mucusului in vagin (Mittal s.a., 2009).

Clinic, femela prezinta eforturi frecvente de expulzare, mai mult sau mai
putin violente, intermitente, cu eliminarea unor secretii murdare, sero-
sanguinolente, uneori purulente cu resturi organice, intens ihoroase. Exploratia
trans-rectala este dureroasa, uterul marit, sensibil, neinvoluat, dur si greu de
demarcat (Groza s.a., 2019).

Natura acutd a metritei postpartum si efectele sale ddunatoare asupra
productiei de lapte necesita o terapie prompta. Majoritatea antibioticelor
administrate pe cale intrauterina sunt ineficiente (primele 10 - 12 zile
postpartum) din cauza prezentei unui volum mare de resturi de lichide si
tesuturi. Prin urmare, se sugereaza utilizarea sistemica (injectabila) a
antibioticelor precum oxitetraciclina, gentamicina, cefapirind sau ceftiofur
(Tandle si Purohit, 2014). in cazurile mai severe cu toxiemie, se administrata
solutii perfuzabile cu saruri de calciu, tonice hepatice si antihistaminice
(Abdullah si Tiwari, 2007).

Endometrita

Endometrita este cea mai frecventa afectiune ginecologica la bivolite,
mai ales in perioada postpartum. Incidenta endometritei la bivolii de este mai
mica de 20% (Ali s.a., 2009).

Ca si consideratii generale, endometrita la bubaline reprezinta o
inflamatie a mucoasei uterine si se caracterizeaza prin prelungirea scurgerilor
vaginale peste 21 de zile. Aspectul continutului inflamator uterin, care se
elimina Tn exterior poate avea diverse caracteristici de consistenta, aspect si
culoare, de la mucos, seros, cataral pana la muco-purulent. Frecvent starea
generala a bivolitei nu este afectata.

Endometrita clinica (purulenta puerperald) si piometru sunt considerate
entitati strans legate, care apar la 3 - 4 saptamani dupa fatare. Scurgerile
purulente sau mucopurulente sunt caracteristice in endometrita clinica, in timp
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ce puroiul retinut in uter si cu corp luteal persistent este caracteristic in
piometrului.

Alaturi de scurgeri purulente, urat mirositoare cu resturi de placenta, la
examenul ginecologic transrectal se observa sensibilitate locala, subinvolutie
uterina. Bivolitele prezinta eforturi de expulzare, mictiunea gi defecarea sunt
dureroase. Semnele locale sunt insotite de modificari ale marilor functii ca
tahicardie, tahipnee si uneori sindrom febril.

Tratamentul tuturor endometritelor puerperale urmareste: eliminarea
continutului inflamator, aseptizarea cavitatii uterine, luteoliza si troficizarea
endometrului. Se fac sifonaje uterine de evacuare, cu suspensii de antibiotice
si sulfamide sau solutii ce stimuleaza activitatea tisulara. General, se
recomanda antibiotice sau chimioterapie, alaturi de sustinerea marilor finctii
prin tonice cardiovasculare, solutii glucozate, solutji calcice (Tandle s.a., 2014).

Endometrita catarala cronica

Este o afectiune cu un caracter trenant si foarte putin evident.
Simptomatologia locald este mascatad de secretiile fiziologice estrale si nu
poate fi descoperitd decat in momentul estrului (Groza s.a., 2006). Secretiile
vaginale au o culoare alburie, apar in perioada estrala si se repeta cateva cicluri
sexuale la rand.

Ciclicitatea sexuala este pastrata, cu ritmicitatea normala la primele
cicluri, cand se observa doar modificari in secretiile estrale si devine neregulata
la urmatoarele cicluri, daca nu se intervine cu tratament adecvat (Drugociu,
2000).

Tratamentul medicamentos consta in administrarea intrauterind a unor
solutii de antibiotice sau sulfamide. Se utilizeaza in general o cantitate de 50 -
100 ml solutie la o administrare, in functie de marimea uterului. Tratamentul se
repeta la 24 de ore, efectuand inaintea fiecarui tratament masajul uterin pentru
vidarea continutului inflamator.

Endometrita subclinica este diagnosticata pe baza citologiei uterine si
prin identificarea PMN Tn frotiu, asociata cu aparitia scurgerilor uterine la 8 pana
la 15 saptamani dupa fatare (Pramod s.a., 2002).

Utilizarea altor metode de diagnostic precum Metricheck pentru
detectarea eficientd a endometritei la vaci poate fi utilizata si la bivolite.

Perimetrita si Parametrita

Aceste afectiuni sunt rareori observate la bivolite si se dezvolta
secundar piometrului, endometritei purulente clinice si metritei. Se
caracterizeaza prin inflamatia de diferite grade a seroasei uterine si a
seroaselor cavitatii pelvine, cu aspect invadant la organele si segmentele
pelvine invecinate. Modalitatea de diseminare a infectiei poate fi ascendenta
de la vagin si descendenta din zona pelvina.
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In urma evolutiei unui astfel de episod patologic, se organizeaza si apar
diferite aderente intre uter si ligamentele largi si alte organe pelvine si
abdominale. Diagnosticul este oarecum dificil prin examinarea trans-rectala a
organelor genitale, senzatia este de bloc inflamator cu un grad ridicat de
sensibilitate (Azawi si Ali, 2011).

Incidenta parametritei si perimetritei la bivolite este cuprinsa intre 0,7%
si 1,5%. Prognosticul este de obicei grav si animalele afectate pot deveni sterile
(Bhattarcharya s.a., 1954). Terapia acestor afectiuni nu este de obicei posibila.

Piometru si mucometru la bivolite

Aceste afectiuni se caracterizeaza prin acumularea de puroi sau fluid Tn
cavitatea uterina, persistenta corpului luteal si suspendarea ciclului sexual.
Incidenta piometrului la bivoli variaza de la 0,25 la 9,25% (Azawi si Ali 2011,
Agarwal 1978). Incidenta mucometrului este cuprins intre 1,78 si 2% (Al-
Dahash si David 1977).

Palparea trans-rectala a uterului si inspectia secretiilor purulente sunt
metode comune utilizate pentru diagnosticul piometrului. Palparea trans-
rectala releva un uter flasc, coarne uterine atone si marite simetric in volum.

Pentru diagnosticul diferential fata de gestatie, in piometru si
mucometru peretele uterin este mai gros si nu se simte alunecarea alanto-
corionului si nici carunculii (Agarwal s.a., 2004).

Mucometru (hidrometru) poate fi diagnosticat Tn mod similar, pe baza
acumularii de lichid Tn ambele coarne uterine, prezenta unui perete uterin
subtire si aspectul ultrasonografic al fluidului fara cotiledone sau structuri fetale.
Aceste elemente fac diferentierea de piometru.

Tratamentul are succes prin administrarea de prostaglandine in doza
unicd s-au reprtatd la 7 zile. In piometru, se recomanda spéalarea uterind
(sifonaj) cu 1 L de solutie salind normala timp de 3 - 7 zile pentru evacuarea
uterului de resturi de tesut si material purulent. Bivolitele cu mucometru se
recupereaza dupa cu o singura administrare de PG (Tandle s.a., 2014).

Prolapsul uterin

Prolapsul uterului este o complicatie obisnuita a celei de-a treia etape a
travaliului la rumegatoare, de fapt un accident puerperal. La bivolite, prolapsul
este o inversare completa a cornului uterin gestant (Ardelean, 2002).

Etiologie. Predispozitia prolapsului uterin este data de mai mulii factori:
virsta femelelor si rezistenta scazuta la eforturile parturitiei, alimentatia
deficitara, parturitia rapida.

Simptomatologia apare imediat dupa parturitie. Bivolita adopta o pozitie
cifozata si face eforturi de expulzare, ulterior, se observa aparitia uterului intre
labiile vulvare, uneori acoperit de invelitori (Mircu, 2008).

Prognosticul depinde de rapiditatea stabilirii diagnosticului, de prezenta
leziunilor si gravitatea lor si de complicatii.
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Tratamentul urmareste repunerea uterului prolabat in pozitia anatomica
normala. Operatia se realizeaza in mai mulii timpi operatori: anestezia
epidurala cu 6 - 8 ml de procaina solutie 2% ; toaleta mecanica a formatiunii
prolabate; dezancorarea placentei; spalare uterului cu solutii antiseptice; sutura
desirarilor uterine, excizarea portiunilor necrozate; aplicarea de unguente cu
antibiotice; repunerea propriu-zisa in pozitie anatomica a uterului, de la baza
acestuia spre varf.

Se recomanda inocularea intra-murala de ocitocina, in 5 - 10 puncte in
doza de 80 - 100 Ul, pentru grabirea reducerii volumului uterului. Sutura labiilor
vulvare este necesara intrucat recidiva poate sa apara (Sonea, 2003).

Pentru prevenirea complicatiilor se recomanda un tratament local si
general. Local se pot introduce solutii cu antibiotice si antiseptice sau buijii ce
contin antibiotice (Drugociu, 2009)

Retentia placentara

Este o afectiune care consta in raménerea anexelor fetale in cavitatea
uterind, imediat dupa expulzarea produsului de conceptie la aproximativ 12h
(Runceanu s.a., 2007).

Deficientele privind furajarea bivolitelor in timpul gestatiei, in special in
partea a doua a gestatiei, reduc rezistenta organismului si determina hipotonia
sau atonia uterina ce determina instalarea retentiei anexelor fetale (Groza s.a.,
2019).

De obicei simptomele generale lipsesc sau sunt manifestate discret in
primele ore post-partum sau pana la aparitia unor complicatii. La inspectie
constatam prezenta anexelor fetale in cavitatea pelvina, la nivelui comisurilor
vulvare sau atarnand in proportii diferite.

Tratamentul retentiei anexelor fetale are in vedere trei obiective:
extragerea invelitorilor fetale, combaterea infectiei si stimularea involutiei
uterine. Extragerea manuala se realizeaza la bivolita in primele 12 ore dupa
parturitie (extragerea timpurie), s-au dupa 24 de ore (extragerea tardiva),
(Runceanu, 2001). Combaterea infectiei la bivolita, se efectueaza prin
introducerea intrauterina de antibiotice cu spectru larg de actiune sub forma de
bujiuri spumante sau suspensii uleioase.

Stimularea involutiei uterine se realizeaza prin masaje uterine
transrectale, administrarea de ocitocice in doza de 50 - 80 U.l., PGF2q,
plimbari zilnice. (Drugociu, 2009).
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3.4. Refacerea axului hipotalao-hipofizo-ovarian in perioada

puerperala la bivolita

Intervalul mediu pentru involutia uterina completa la bivolita postpartrum
variaza foarte mult, intre 19 si 52 de zile. Reluarea intarziata a activitaii
ovariene postpartum la bivola este o cauza majora a pierderii economice pentru
crescatorii de bivoli din multe tari (EI-Wishy, 2007). In India, Pakistan si Egipt,
doar 34 - 49% dintre animale au reluat estul in primele 90 de zile dupa fatare,
n timp ce 31 - 40% au ramas in anestru mai mult de 150 de zile. Intervalele de
fatare la bivolite sunt in general considerate ca fiind de doua ori in trei ani.

Cresterea FSH-ului si cresterea foliculilor este evidenta la bivoli in
perioada postpartum timpurie, cu toate acestea, secretia de LH continua sa fie
scazuta Tn acest moment. Bivolitele situate la latitudini geografice mai mari,
care fata in perioada de crestere a zilei, nu pot relua ciclu sexual pana la
urmatoarea perioada de descrestere a lungimei zilei. Factorii care influenteaza
reluarea ciclului postpartum la bivoli au fost evaluati recent si se afirma ca:
alaptarea, paritatea, nutritia si managementul au fost considerati ca factorii
primari care afecteaza reluarea ciclului postpartum in afara de gestionarea
adapostului si microclimatul (Sharma, 2010).

3.4.1 Dinamica foliculara in perioada postpartum

Reluarea ciclicitatii la bivolite postpartum este atribuita unei cresteri
plasmatice a FSH-ului, ducand la recrutarea de noi foliculi si la stabilirea
dominantei unuia dintre ei. Disfunctia hipofizara este un factor important
responsabil pentru inactivitatea ovariana postpartum la bivolite. Tn ciuda
capacitatii atribuite GnRH-ului exogen de a elibera LH si FSH, caracteristica
unui val preovulator este restabilitd in ziua 20 postpartum. In plus, alti factori
sunt responsabili pentru reluarea ciclicitatii la bivoli, cum ar fi suplimentarea cu
antioxidanti dietetici, raportul lumina-intuneric, conditiile climatice reci sau
calde (Ramadan s.a., 2001).

Reluarea postpartum a activitatii ovariene si a ciclului estral la bivoli este
conditionata de sezon si de maturitatea reproductiva a animalelor (Campo s.a.,
2002).

In cadrul unui studiu pe bivolite mediteraniene din Italia, s-a raportat ca
dupa observarea ecografica ovariana in primele 60 de zile postpartrum, prima
ovulatie se produce intr-un procent de 40 - 80 %. (Presicce s.a., 2005). Autorii
au raportat ca media de la fatare pana la primul interval de ovulatie a fost de
25,5 £ 6,9 zile la primipare si de 15,5 + 1,3 zile la pluripare. Tn mod similar,
primul interval mediu de ovulatie postpartum a fost de 23,1 + 1,5 zile si 14 din
20 de animale au ovulat la 28 de zile postpartum la bivolitele Mehsana (Sharma
si Luktuke, 1985). In schimb, prima ovulatie postpartum a fost raportatd mai
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tarziu (52,67 + 8,02 zile) la 3 din 12 bivoli Murrah in cursul a doua luni
postpartum (Malik s.a., 2010).

Revenirea timpurie la dezvoltarea foliculard activa si aparitia primei
ovulatii postpartum a demonstrat capacitatea ovarului de bivol de a relua
activitatea ovariana devreme dupa fatare. Acest lucru sugereaza ca reactia
ovariana nu poate fi motivul principal pentru durata variabila a perioadei de
anestru postpartum observata frecvent la bivoli (Awasthi s.a., 2007). Intervalul
mediu de la aparitia valurilor pana la prima ovulatie postpartum a fost raportat
a fi de 14,0 £ 1,6 zile la bivolii Murrah (Malik s.a., 2005).

Dupa prima ovulatie postpartum, un nou val de dezvoltare foliculara
care duce la ovulatie a fost raportat la bivoli in perioada postpartum timpurie.
Majoritatea raselor prezinta un ciclu estral scurt, cu o scurta faza luteala, la
scurt timp dupa fatare (Murrah, Mehsana, Mediteraneana) (Presicce s.a., 2005;
Malik s.a., 2005; Awasthi s.a., 2008).

Estru scurt se caracterizeaza printr-o evolutie foliculara care
culmineaza cu ovulatia. Au fost raportate diferente nesemnificative in marimea
foliculului ovulator intre fazele estrale scurte si cele normale. (Gupta s.a.,
2001).
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4. METODE BIOTEHNICE DE DIRIJARE A ESTRULUI LA
BIVOLITE

4. BIOTECHNICAL METHODS FOR DIRECTING ESTRUL IN
BUFFALO COWS

4.1. Biotehnica insamantarilor artificiale la bivolita

Cunoastem faptul ca insamantarea artificiala (IA) reprezinta o metoda
biotehnica actuala si de perspectiva in cresterea animalelor, metoda prin care
se produce intensificarea reproductiei si a productiei animalelor. Insdmantarea
artificiala trebuie infeleasa in contextul evolutiei continue a smart tehnologiilor
ale stiintelor biologice.

Actual, Tn cadrul exploziei tehnico-stiintifice, biologia a facut progrese
remarcabile, ce a permis descifrarea la nivel foarte amanuntit a diferitelor
aspecte de fiziologie si patologie animala. In acest sens, in ultimul timp, s-au
Tnregistrat importante descoperiri in domeniul biotehnologiilor de reproductie
fiind promovate noi metode moderne de IA (Runceanu s.a., 2008).

Specialistii considera ca insamantarea artificiala este un mijloc esential
al ameliorarii animalelor, punand accent pe genetica superioara a unui mascul
selectat. In cadrul acestei metode din domeniul biotehnologiei, rolul principal in
grabirea ritmului si a gradului de ameliorare il are, fara echivoc, masculul, prin
multitudinile posibilitati de transmitere, a unor caractere morfoproductive dorite
si eficiente economic.

Ca si definitie, prin insamantare artificiala se urmareste recoltarea si
introducerea materialului seminal, utilizdnd un instrumentar adecvat
particularitatilor anatomo-fiziologice in caile genitale femele, fara sa existe actul
de copulare intre mascul si femela (Bogdan s.a., 2015).

Din perspectiva zootehniei, Tnsamantarea artificiala, reprezinta o
metoda biotehnica moderna de supraveghere si dirijare a functiei de
reproductie, in scopul optimizarii procesului de inmultire si ameliorare a
populatiilor de animale, la nivelul capacitatii lor potentiale reproductive.

Din secolul al IV-lea, crescatorii si specialisti au Tnceput sa fie
preocupati de posibilitatea Tnsdmantarii artificiale. In 1899, lvanoff din Rusia a
cercetat IA la pasari, cai, bovine si oi. Se pare ca a fost primul care a inseminat
cu succes bovinele in mod artificial. In anul 1936 Danemarca a fost prima tara
care a infiintat o asociatie de cooperare pentru IA la vaca. E.J. Perry din New
Jersey a vizitat-o, si cunoscand facilitatile legate de IA din Danemarca a infiintat
prima cooperativa de IA din Statele Unite in anul1938 la New Jersey State
College of Agriculture (Webb, 2008).
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Depasirea stadiului experimental s-a produs abia in a ll-a jumatate a
secolului al XIX-lea, cand s-au dezvoltat metode concrete si reproductibile de
conservare a materialului seminal, in special prin congelare in azot lichid, pe
baza carora insamantarea artificiala si-a gasit o mare aplicare in tarile cu
zootehnie dezvoltata, devenind o conditie tehnica esentiala in procesul de
ameliorare si metoda sigura de eradicare a unor boli veneriene.

Inseminarea artificiala este un instrument important pentru
imbunatatirea progresului genetic la efectivele de bubaline de lapte. Aceasta
biotehnologie a fost utilizata la bivoli Tn timpul sezonului de reproducere
(diminuarea duratei zilei) cu detectarea estrului (Ohashi, 1994) obtinand un
numar satisfacator de gestatii (P / IA = 40%). Cu toate acestea, rezultate pot fi
influientate din cauza manifestarii discrete a estrului la bivolite (Baruselli s.a.,
1997; Zicarelli s.a., 1997; Porto-Filho s.a., 2014).

La nivel international |.A. la bivolite se realizeaza in centre / statiuni de
cercetare si ferme de mare productie, in rest reproducerea se realizeaza prin
monte diriajate.

4.1.1 Metode de insamantare artificiala la bivolite
Tehnica inseminarii unei bivolite este o abilitate care necesita
cunostinte, experienta si rdbdare adecvata. Tehnicile de insamantare artificiala
necorespunzatoare pot anula toate celelalte eforturi pentru a obtine conceptia.
Materialul seminal trebuie depus in tractul genital al bivolitei in cea mai bun loc
si in cel mai bun moment pentru a obtine rate acceptabile de conceptie.
Inseminarea trebuie sa se faca, {indnd cont de particularitatile fiziologice
ale locului de depunere a materialului seminal prin monta, cel putin la nivelul
segmentului genital femel unde este depusa fiziologic, s-au mai aproape de
locul fecundatiei (Drugociu, 2001, Sonea, s.a., 2003).
In vederea obtinerii de procente cat mai mari de fecunditate, trebuie sa
se respecte cateva principii la inocularea spermei:
» |A trebuie sa se faca la acelasi nivel al tractusului genital femel ca
monta, sau la un segment superior acestuia.
» Depistarea debutului fazei estrale si aprecierea momentului optim de
inseminare.
» Se va insemina doar material seminal testat si verificat sub aspect
calitativ.
» Tehnica de IA trebuie sa {ina seama intotdeauna de particularitatile
anatomo-fiziologice ale aparatului genital.
» Manopera folosita pentru IA sa fie usor de aplicat, iar inseminarea sa
se faca de catre persoane cu expertiza.
» |A trebuie sa se faca tinand cont de durata estrului si de momentul
ovulatiei, pentru a putea avea loc fecundatia.
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> Tnainte, in timpul si dupé IA trebuie evitatd expunerea femelei la stres
(Runceanu s.a., 2008).
Ins&mantarea artificiala implica la modul general urmatoarele etape:

a) recoltarea spermei de la masculul selectat;

b) dilutia ei astfel incat sa se obtina un preparat capabil sa fie folosit pentru
inseminarea unui numar mare de femele;

C) conservarea preparatului obtinut;

d) detectarea momentului ovulatiei;

e) Tnsamantarea artificiala propriu-zisa.

Depistarea bivolitelor in calduri. in vederea obtinerii unei bune
fecunditati este necesara descoperirea la timp a femelelor in estru. Tn conditiile
exploatarii intensive, depistarea caldurilor este greu de realizat. Caldurile sunt
apreciate de catre operator prin modificarile segmentelor genitale: vulva,
vestibulul vaginal si vaginul. Cu céateva ore Tnainte de aparitia caldurilor, incep
sa fie congestionate si edematiate, labiile vulvare se ingroasa si dispar pliurile.
Caracteristic este ca femelele accepta saltul partenerelor, iar la nivelul
comisurii vulvare inferioare se scurge un mucus filant dar putin abundent. Tn
primele ore ale estrului mucusul este mai abundent, filant, transparent lipindu-
se de regiunea vulvara, pe crupa si pe baza cozii (Amann, 1989). Odata cu
timpul consistenta mucusului creste, ajungand ca la mijlocul caldurilor sa
prezinte elasticitatea maxima. La examinarea transrectala se conststa prezenta
erectilitatii coarnelelor uterine. Foliculul ovarian proemina la suprafata ovarului,
dar nu se simte fluctuatia specifica acestuia (Runceanu s.a., 2007).

La mijlocul perioadei estrale, foliculul ovarian este mai mare cu perefii
subtiri si cu lichid sub tensiune, simtindu-se la palpare si o usoara fluctuatie. in
acest moment se poate face insamantarea (Groza, 2007).

Spre sfarsitul caldurilor, foliculul de Graaf ajunge la un diametru de
aproximativ 15 - 20 mm (la vaca) cu peretii subtiri si cu fluctuatie evidenta. Nu
este recomandata palparea ovarelor in aceasta perioada, deoarece foliculul se
poate ovula mecanic.

Depistarea femelelor in calduri trebuie facuta de trei ori in decursul unei
zile: dimineata la pranz si seara, s-au consularea programelor de gestionare a
estrului in ferma.

Momentul optim al inseminarii la taurine

Coroboréand toate semnele caldurilor, (comportamentale si
morfofunctionale de manifestare a acestora), pentru a avea un indice maxim
de fecunditate (tabelul 4.1), 1A trebuie facuta atunci cand:

1. femela accepta salturile celorlalte femele;

2. buzele wvulvei sunt edematiate si cu prezenta unui mucus filant,
transparent;

3. coarnele uterine au un tonus ridicat;
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4. pe ovar foliculul are fluctuata evidenta si este sub tensiune.

Tabelul 4.1
Influenta momentului IA sau a montei asupra fecunditatii la vaci
(dupa Trimberger si Favis 1999)
Table 4.1
The Influence of the 1A or mounting on fertility in cows
(after Trimberger and Favis 1999)

Momentul inseminarii Fecunditatea Ia&rima inseminare
- la aparitia caldurilor 44,0
- la mijlocul caldurilor 82,0
- la sfarsitul caldurilor 75,0
- la 6 ore dupa terminarea caldurilor 63,0
- la 12 ore dupa terminarea caldurilor 32,0
- la 24 ore dupa terminarea caldurilor 12,0

Tn ultima perioada de timp, in zootehnia moderna se utilizeaza o singura
fnsamantare (o paieta) pe ciclu estral, si rar se fac doua inseminari cu aceluiasi
taur, femelele inseminate dimineata vor fi reinseminate la 12 h.

Primele metode de IA prevedeau depunerea materialului seminal in
vagin, asa cum se intdmpla prin monta. Aceste metode nus-au dovedit a fi
satisfacatoare. O metoda care a castigat popularitate a fost metoda
colposcopica ,cu speculum”. Aceastd metoda este usor de invatat, dar este
necesar masuri de igiena stricta a echipamentului, ceea ce face ca inseminarea
sa fie mai putin practica comparativ cu cea bimanuala. Aceasta metoda tactil-
recto-cervicala a devenit si este cea mai utilizatd metoda IA in prezent (Webb.,
2008).

Instrumentarul pentru inseminare este in functie de metoda care se
aplica si de forma de tipul materialului seminal.

Pentru IA cu speculumul vaginal, este necesar: speculum, sursa de
lumina, stand de contentie. Speculum vaginal trebuie sa fie obligatoriu
sterilizat, incalzit si lubrefiat.

Materialul seminal uzual folosit la insaméantari este conservat in paiete,
iar instrumentarul folosit este pistoletul.

Decongelarea spermei se realizeaza urmarind anumite etape cheie:

1. extragerea paietelor, din containerul cu azot, trebuie facuta foarte rapid.
Pentru decongelare se utilizeaza un termos la temperatura de 37° C.

2. decongelarea sa se realizeze cat mai repede;

3. intre momentul decongeldrii si cel al inseminarii, temperatura
materialului seminal reanimat trebuie sa fie constanta. Cu cét intervalul de timp
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intre decongelare si inseminare este mai scurt, cu atat fecunditatea este mai
buna.

4. instrumentarul de inseminare sa aiba cel putin aceeasi temperatura ca
si paieta sau chiar ceva mai ridicata;

Dupa decongelarea si reanimarea materialului seminal, paieta se
introduce Tn pistoletul de inseminare, iar operatorul este pregatit pentru
inseminare.

Metoda tactil-recto-cervicalé

Este metoda cea mai utilizata si astazi. Operatorul dupa ce se videaza
cu mana ampula rectala de fecale, se examineaza sumar statusul uterului si al
ovarelor. Apoi se indeparteaza partea inferioara a labiilor vulvare pentru a se
examina mucoasa vestibulului, cu cealaltd mana se introduce pistoletul
ascendent de jos in sus, dirijandul spre plafonul vestibulo-vaginal, pana se
ajunge in sacul vaginul dorsal. Mana, inmanusata, se plasesza din nou in rect,
se identifica cervixul si se impinge ugor spre Tnainte pentru a se intinde pliurile,
iar cu degetul mic se repereaza orificiul cervixului (fig. 4.1). Prin miscari de
ghidaj se dirijeaza varful pistoletului spre degetul mic, si prin migcari ugoare se
identifica orificiul cervical. Odata reperat, se impinge usor varful pistoletului
pana la nivelul corpului uterin. La acest nivel se simte varful pistolului prin
traversul peretelui uterin. Se apasa pe piston pentru inocularea spermei. Este
indicat ca sperma sa fie depusa la baza coarnelor uterine (Runcenu s.a., 2008;
Groza s.a. 2006; Birtoiu si Seiciu, 2004; Cernescu, 2005; Sonea, 2003).

Avantajele metodei:

1. ofera posibilitatea aprecierii statusului uterin si a dezvoltarii foliculului
ovarian;

2. se depune mai profund materialul seminal,

3. reduce riscul raspandirii infectiilor genitale;

4. se foloseste un instrumentar simplu, usor de manipulat;

5. nu necesita stand de contentie, sau contentia riguroasa.

Dezavantajele metodei:

1. nu permite examenul mucoasei vaginale si a starii cervixului sau
descoperirea diverselor anomalii vagino-cervicale;

2. necesita manualitate si experienta din partea operatorului.

Metoda colposcopica

Aceasta metoda presupune introducerea pistoletului de inseminare n
cervix dupa o prealabila deschidere a conductului vestibulo-vaginal cu ajutorul
speculumului vaginal. Se face toaleta regiunii ano-vulvare cu apa si sapun
(Runceanu s.a., 2008).

Speculumul vaginal dezinfectat, lubrefiat si avand aceeiasi temperatura
cu cea a corpului femelei, se introduce prin vulva in vagin. Se introduce cu
valvele inchise gi inclinate la 90°. Speculumul intdmpina o usoara rezistenta la
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nivelul muschilor vestibulari, apoi el patrunde cu usurinta, indepartand peretii
vaginali. Odata ajuns la nivelul vaginului, se roteste cu 90° in sens invers, dupa
care se deschid valvele. Cu o sursa de lumina se examineaza tabloul vaginal
(starea mucoasei vaginale, a cervixului, ntredeschiderea sa si mucusul
caracteristic de calduri). Cu cealaltd mé&na se introduce pistoletul de
inseminare, prin tunelul realizat de speculum, pana la deschiderea cervixului,
cautand prin dirijarea lui, sa avanseze cat mai mult prin canalul cervical.

Depunerea spermei se realizeaza, prin apasarea pistonului pistoletului
(fig. 4.1 si fig. 4.2).

Avantaje: este mai usor de executat de catre operator, se poate
examina starea mucoasei vaginale, si se poate examina cervixul.

Dezavantaje: nesterilizarea speculumului poate transmite anumite
infectii intre femele, daca speculumul nu este la temperatura corpului, se
declanseaza secretia de adrenalind, se produc contractii, miscari bruste,
eventual traumatisme.

Fig. 4.1 inseminarea artificiala la bivolita prin Fig. 4.2 Aprecierea tabloului vaginal si
metoda tactil-recto-cervicala I.A., (Runceanu L 2008)
Fig. 4.1 Artificial insemination in buffaloes by the Fig. 4.2 Vaginal appearance and |.A.
recto-cervical tactile method

4.1.2. Hormonii utilizati in sincronizarea estrului la bivolite

Similitudinile reproductive dintre bubaline (Bubalus bubalis) si bovine
(Bos indicus) permit ca tehnologiile de management reproductiv dezvoltate
pentru vaci sa fie aplicate si la bivolite (Baruselli s.a. 2002).

Pe baza informatiilor obtinute prin investigarea aspectelor
endocrinologice in cazul bivolitelor si prin corelarea rezultatelor obtinute la vaci,
n sincronizare estrului au fost folosite diverse preparate hormonale. Astfel,
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PGF2a, progestageni, GnRH, individual sau in combinatii cu FSH sau PMSG
sunt hormonii utilizati pentru controlul ciclitatii sexuale la bivolite.

Prostaglandinele

PGF2a este cea mai folosita prostaglandina in cercetarile facute pe
animalele dar si in practica. In 1966 Babcock afirma pentru prima data ca
prostaglandinele ar putea fi agenti luteolitici, acest fapt fiind confirmat in 1969
de catre Phariss si Wyngarden. Dupa 1971, Goding si col. au stabilit ca PGF2a
de origine uterina are un efect luteolitic la oi (Baruselli, 2001). Niswender si
colaboratorii au propus ipoteza conform careia, PGF2a ar induce regresia
corpului luteal. Ei au evidentiat faptul ca efectele vasoconstrictive ale PGF2a,
pot induce hipoxie, care va duce la luteoliza. In 1972, s-a descoperit efectul
luteolitic al prostaglandinei la vaca, in urma administrarii acesteia in zilele 5 si
6 ale ciclului sexual. Furr si Cooper au inregistrat o activitate luteolitica in urma
administrarii intramuscular, a unei singure doze (500 ug) de cloprostenol, o
prostaglandina sintetica cu structura asemanatoare cu cea a PGF2a naturale.
Mecanismul prin care PGF2a ajunge din endometrul la ovar este unic, acesta
trecand prin peretele venei utero-ovariene, in artera ovariana, iar de aici n
stroma ovarului si la corpul luteal.

Eficienta diverselor tratamente hormonale a fost publicata si a indicat o
varietate sezoniera surprinzatoare la bubaline. Rata de inducere a estrului
dupa o singura doza sau doua de PGF2 alfa a fost situata intre 60 - 80% ceea
ce a dus la o conceptiei de 45 — 50% 1in timpul sezonului de Tmperechere
(Barile, 2012). In extrasezon au fost observat un procent al inducerii estrului de
44 - 63% si al conceptiei de 13 - 25% (De Rensis s.a., 2005). Totusi, atunci
cand FSH, GnRH sau PMSG a fost administrat impreuna cu PGF2 alfa,
conceptia Tn timpul verii (extrasezon) a fost vizibil imbunatatitd (Crudeli s.a.
2010).

Limita majora a PGF2a este reprezentata de faptul ca nu are eficienta
la animalele care nu au CL activ. Se efectueaza doua administrari la interval
de 11 - 14 zile (CL functional). Pot fi utilizate produse naturale, ca Dinoprost,
Lutalyse sau analogi sintetici: Cloprostenol (Estrumate, Oestrophan, Proliz,),
Luprostiol (Prosolvin). IA se poate face intre 72 si 96 de ore de la ultima
administrare. La 48 de ore de la a doua doza de PGF se poate administra
GnRH sau estradiol (Popovici si Budantev, 2002, Youngquist si Walter R.
2007 citati de Pall Emoke, 2020).

Hormonul de eliberare a gonadotropinelor

Gn-RH este secretat de neuronii specializati ai nucleilor arcuati din
hipotalamus, este cantonat in veziculele sinaptice de la extremitatea axonilor
si apoi eliberat in sistemul port hipotalamo-hipofizar. In hipofiza anterioara, Gn-
RH actioneaza asupra celulelor specializate in secretia de FSH (hormon de
stimulare foliculara) si LH (hormon luteinizant), stimulandu-le secretia. La
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nivelul zonei hipofizotrope din hipotalamus exista 2 centri: centrul tonic (prezent
la femele si la masculi) ce duce la eliberarea continua a gonadotropinelor, si
centrul ciclic (doar la femele) care secreta la un nivel ridicat neurosecretii in
faza foliculara a ciclului sexual.

Nivelul secretiei ciclice este reglat printr-un feed-back pozitiv de catre
estradiol si printr-un feed-back negativ de catre progesteron. Eliberarea Gn-
RH-ului din centrul tonic se realizeaza intr-o maniera spontana si ritmica.
Episoade scurte de descarcare a Gn-RH-ului se produc la intervale de 1,5 — 2h
pe parcursul fazei foliculare. In timpul fazei luteale, descarcarile de GnRH se
produc la 4 - 8 ore.

Secretia neurala de Gn-RH este foarte scazuta (5pg / ml in circulatia
sangvind). Eliberarea Gn-RH-ului in circulatia sistemului port hipotalamo-
hipofizar se face pulsatil, ceea ce determina descarcari corespunzatoare de
FSH si LH in sangele periferic. Frecventa rapida a descarcarilor de Gn-RH are
ca efect secretia preponderenta a LH-ului, iar frecventa lenta a descarcarilor
de Gn-RH stimuleaza preponderent secretia de FSH. Locul de actiune ({inta)
al Gn-RH-ului se gaseste aproape de sediul secretiei sale, fapt care explica
depistarea concentratjilor foarte ridicate de Gn-RH n celulele din hipofiza
anterioara. Timpul de Tnjumatatire a acestui hormon este foarte redus (2 - 10
minute), ceea ce face imposibila dozarea Gn-RH-ului in circulatia periferica
(Sharma s.a., 2014).

Tn anii 1940-1950 au apdarut primele cercetari legate de Gn-RH,
efectuate de Geoffrey Harris si col. Acestia au sustinut ca hipotalamusul
regleaza secretia glandei pituitare prin eliberarea de factori care ajung la
hipofiza prin intermediul vaselor sanguine hipofizare (axul port hipotalamo-
hipofizar).

In anul 1971 s-a raportat ca o polipeptidd din hipotalamus, numita
gonadoliberina, este responsabila de dictarea secretiei hormonului luteinizant
(LH) si a celui de stimulare foliculara (FSH). Tot in acceasi perioada s-au izolat
LH-ul si FSH-ul din hipotalamusul porcin, stabilindu-se si structura moleculara
a acestora.

Inducerea ovulatiei Tn urma administrarii unei injectii cu Gn-RH a fost
demonstrata la vacile de lapte si care alaptau. Efectele produse de
gonadotropina par a fi indirecte, actionand prin intermediul hormonului
luteinizant si a celui de stimulare foliculara, produsi de hipofiza. Ulterior au
aparut substante analoge Gn-RH-ului, care au un efect mai puternic decét
gonadoliberina naturala. Utilizarea Gn-RH-ului Tn orice etapa a ciclului sexual
a stat la baza dezvoltarii unor programe de sincronizare a estrului prin
inducerea valurilor foliculare si selectia unui folicul dominant
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Gestagenii. Hormonii gestageni se clasifica Tn hormoni naturali
(pregnenolon, progesteron, 20-a-hidroxiprogesteron) si hormoni sintetici
(Fluorogesto, Medroxiprogesteron, Melengestrolacetat etc.).

Cel mai evident gestagen natural este progesteronul. Secretia
progesteronului este produsa, in principal, de catre corpul luteal (CL); cantitai
mai mici sunt secretate de celulele granuloasei, testicul, corticosuprarenala si
placenta. Biosinteza progesteronului decurge din colesterol. Dupa fenomenul
de ovulatie are loc formarea tesutului luteal si organizarea corpului luteal, care
impreuna cu prolactina (LTH) raspund de secretia de progesteron.

Principiul metodei de sincronizare al estrului la bubaline consta in
inhibarea/blocarea aparitiei estrului si ovulatiei prin administrarea de hormoni
gestageni (9 - 13 zile), realizénd astfel blocarea secretiei hipofizare de hormon
luteinizant (LH). Dupa incetarea administrarii progestinelor are loc sinteza si
eliberarea de GnRH si in citeva zile aparitia estrului. Pentru regresia timpurie
a corpului luteal se recomanda administrarea de estrogeni la Tnceputul
tratamentului. Perioada de administrare poate fi scurtata (7 - 9 zile) daca la
sfarsitul tratamentului se administrazé o doza de prostaglandina (PGF2a) (Pall
si Cenariu, 2020).

4.1.3. Protocoale terapeutice privind sincronizarea estrului la

bivolite

Sincronizarea estrului la bubaline reprezinta o metoda biotehnica prin
care se poate face insamantarea artificiala (IA) la un numar mare de femele la
o data previzibila.

Aceasta metoda prezinta avantaje importante, precum scurtarea
service periodului, reducerea dificultdtilor de detectare a caldurilor si o
organizarea mai eficienta a IA. Prin sincronizarea estrului se obtin produsi in
sezonul dorit si o mai buna gestionare a eficientei reproductiei. Prezinta
importantd pentru premisa transferului de embrioni si pentru imbunatatirea
productivitatii efectivelor de animale (Pall si Cenariu, 2020).

Intrebuintarea protocoalelor hormonale asociate cu FTAI (ins&dmintare
artificiala la timp fix s-au programata) face ca reproductia la bivolite sa fie mai
avantajoasa si practica, in deosebi in timpul sezonului de lipsa a activitatii
sexuale (Arile s.a., 1996).

Sincronizarea estrului duce la sporirea fertilitatii reducand perioada intre
fatari. Au fost dezvoltate mai multe metode de sincronizarea estrului la bovine
(Ahmad s.a., 2011). Cele mai folosite protocoale includ progesteronul,
prostaglandina F2a si estrogenul, intrebuintate separate sau in diverse
combinatii (De Rensis si Lopez-Gatius, 2007).

Programele de reproducere controlata care nu necesita identificarea
estrului au fost studiate la bovine (Driancourt, 2001; Macmillan, 2010).
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Modelele de sincronizare la bubaline (De Rensis s.a., 2005) au fost adoptate
de la bovine, acestea fiind manipularea concentratiei de progesteron periferic
si manipularea cresterii foliculare si inducerea ovulatiei.

Manipularea concentratiei de progesteron periferic

Corpul luteal (CL) format pe ovar dupa ovulatie produce progesteron,
care exercita un feedback negativ asupra eliberarii gonadotrofinei, astfel incat
evenimentele endocrine care conduc la maturarea foliculului preovulator si
ovulatia succesiva sunt inhibate pana cand scade titrul progesteronului in urma
regresiei CL (Barile, 2012). Astfel, prin controlul duratei de viata a CL, este
posibil controlul ovulatiei si sincronizarea estrului.

Doua abordari pot fi folosite pentru a controla sau limita durata de viata
a CL, respectiv inducerea luteolizelor premature folosind prostaglandine si prin
simularea functiei CL (administrarea pe termen lung a progesteronului sau
progestagenilor, urmata de retragerea brusca).

Inductia luteolizelor

Programele initiale de sincronizare a estrului s-au axat pe modificarea
ciclului estral prin regresarea CL cu administrarea prostaglandinei.

Prostaglandina F2 alfa (PGF2a) este molecula cheie, secretata de uter,
responsabila de regresia CL la mai multe specii, inclusiv bivoli, Tn cazul in care
animalul nu a conceput. La bivoli, s-a raportat ca nivelele de progesteron
circulante au scazut in decurs de 1 ora de la tratamentul cu PGF2a, iar dovada
apoptozei a fost demonstratéa la 18 ore dupa tratament (Shah s.a., 2014).

Preparatele PGF2a disponibile in comert, administrate in timpul fazei
luteale (ziua a 5-a pana la a 17-a zi a ciclului estral), in prezenta unui CL
functional, vor avea ca rezultat luteoliza, scaderea progesteronului si revenirea
la estruin 2 - 3 zile.

Raspunsul bivoliilor la administrarea PGF2a ar depinde de
concentratiile plasmatice ale progesteronului si de dimensiunea CL inainte de
tratament.

S-a constatat ca vacile de bivoli care nu au ovulat dupa tratamentul cu
PGF2a au avut concentratii plasmatice mai scazute de progesteron si o zona
a CL mai mica inainte de tratament in comparatie cu vacile care au ovulat dupa
tratament; in plus, intervalul de la tratament pana la ovulatie ar depinde de
starea foliculara inainte de tratament [Brito s.a., 2002).

Similar cu protocoalele utilizate la bovine, prostaglandinele au fost
administrate bivoliilor ca o singura injectie (metoda cu o singura lovitura) sau
doua injectii separate prin 11 - 14 zile (metoda cu doua lovituri).

Metoda PGF2a One-Shot

In aceastd abordare, numai bivolitele cu CL functional, adica in zilele 5
- 17 ale ciclului estral, pot fi tratate cu prostaglandine. Studiile la bovine au
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aratat ca vacile tratate cu o singura doza de PGF2a atunci cand a fost prezent
un CL activ, au revenit la estru in decurs de 2 - 3 zile (Tervit s.a., 1973).

La bubaline, s-a constatat ca raspunsul la tratamentul cu o singura
injectie de PGF2a a fost similar cu cel al bovinelor. Mai mult, comportamentul
de estru si schimbarea endocrina dupa luteoliza indusa de PGF2a au aparut
similare cu cele aparute in timpul estrului natural (Chohan s.a.1992).

Metoda cu o singura administrare are dezavantajul ca animalele trebuie
examinate transrectal si scanate cu ultrasonografie inainte de a fi tratate cu
PGF2a (Plunkett s.a., 1984).

Datorita caracteristicilor slabe palpabile ale CL la bivolite, utilizarea
PGF2a ar putea prezenta dificultati atunci cand un scaner cu ultrasunete nu
poate fi utilizat.

Metoda PGF2a Two-Shot

Administrarea a doua doze de PGF2a la interval de 11 zile ofera
posibilitatea sincronizarii bivolitelor cu estru in mod aleatoriu, fara referire la
starea lor exacta ovariana (Barile, 2012), similar cu protocolul elaborat pentru
bovine (Pursley s.a., 1997). Toate femelele programate pentru sincronizare
primesc PGF2a in ziua 0 si in ziua 11 a tratamentului (fig. 4.3).

Acestad metoda de tratament se foloseste pentru a grupa cat mai mult
ciclurile sexuale si aparitia estrului la un lot de femele apte pentru reproductie.

Important in utilizarea acestei scheme de tratament este ca la momentul
primei injectéri de PGF2a numai la acele animale care au un CL functional
(adica ziua 5 - 17 a ciclului sexual) tratamentul va avea efect. Aceste animale
vor ovula, iar la momentul celei de-a doua injectii cu PGF2a, acestea vor fi la
aproximativ ziua 8 a ciclului urmator. Animalele care nu au raspuns la prima
injectie (adica cele intre ziua 18 si ziua 4 a ciclului) ar trebui sa prezinte un CL
sensibil la momentul celei de-a doua injectii. Prin urmare, toate animalele vor fi
in faza luteald la momentul celei de-a doua injectari a PGF2a (Barile s.a.,
2004).

Diferiti autori au utilizat metoda cu doua administrari in controlul
estrusului la bivoli, adesea utilizdnd un interval de 11 zile intre doua doze
consecutive.

Limitarea majora a acestor scheme de tratament cu prostaglandine este
ca pentru a fi eficientd PGF2a, un CL functional trebuie sa fie prezent pe ovar.
Prin urmare, PGF2a este ineficienta in inducerea estrului la junincile de bivoli
prepubere si la vacile de bivol anestrice, deoarece acestea nu au un CL
functional.

Chohan s.a., (1993) au sincronizat bivolite cu PGF2a si au raportat o
rata a fertilitatii la 1A de 22,8% in afara sezonului de reproducere si 53,3% in
timpul sezonului de reproducere, concluzionand ca utilizarea PGF2a pentru
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sincronizarea estrului trebuie facutd la animale cu un CL functional si, de
preferinta, in perioada considerata sezon de reproducere.

Aceste date au fost, de asemenea, confirmate intr-un studiu ulterior Tn
care au fost comparate doze diferite de PGF2a. Bivolitele au fost tratate cu 125
pg si 500 pg cloprostenol, ratele de conceptie (RC) obtinute au fost de 47,8 vs
53,1% fin timpul sezonului de reproducere si de 23,5 vs 25,6% in timpul
sezonului de reproducere redus. Ratele de conceptie au fost diferite intre
sezoane, dar nu intre tratamente in acelasi sezon (Chohan, 1998).

Intr-un studiu amplu efectuat pe 300 de bivolite egiptene, administrarea
a doua injectii cu PGF2a la interval de 11 zile a avut ca rezultat o crestere de
53% - 70% a RC (cu Al la estrusul detectat) cu diferite molecule de PGF2a
(dinoprost trometamina, cloprostenol sodiu si luprostiol) (Baruselli s.a., 2003).

Utilizarea progestinelor

Prin acestd metoda se produce inhibarea aparitiei estrului si implicit a
ovulatiei prin administrarea hormonilor gestageni pentru o perioada de 9 - 13
zile, realizdndu-se blocarea secretiei hipofizare a hormonului luteinizant (LH).
Dupa intreruperea administrarii progestinelor se produce sinteza si eliberarea
de GnRH si aparitia caldurilor dupa citeva zile. (Popovici si Budantev, 2002).

Progesteronul exogen sau derivatii sintetici (progesteronii) inhiba
secretia gonadotropinelor din glanda pituitara, inhiba maturizarea foliculara si
ovulatia si Tmpiedicd o femeld sa intre Tn estru pana la indepartarea lui
(Ambrose s.a., 2005).

Utilizarea progesteronilor la bivolite s-a dovedit a fi utild pentru
inducerea estrului fertil la junincile ciclice, pentru cresterea fertilitatii in afara
sezonului de reproducere (sezon de reproducere redus) si pentru sincronizarea
estrului pentru o perioada fixa a IA (Ali si Fahmy, 2007).

Progestinele pot fi administrate pe cale orala (melengesterol acetat), pot
fi administrate subcutanat intr-un implant la nivelul urechi (norgestomet) sau,
metoda cea mai practica, ntr-un dispozitiv intravaginal impregnat cu
progesteron (PRID / CIDR) (tabelul 4.2).

Pentru sincronizarea aleatorie a unui grup de femele, indiferent de
stadiul ciclului estral, este necesar sa le tratam cu progesteron / progestine
pentru o perioada corespunzatoare lungimii fazei luteale naturale; in caz
contrar, CL poate trai mai mult decat durata tratamentului cu progesteron /
progestine (Ambrose s.a., 2005).

Cu toate acestea, tratamentul cu progestine pe termen lung (adica 16
zile ca o faza luteala naturald) conduce la o rata scazuta de conceptie, probabil
datorita efectelor adverse asupra mediului intrauterin. Prin urmare, este de
preferat un tratament pe termen scurt (7 - 12 zile), totusi, in acest caz, este
necesar sa se includa un tratament PGF2a pentru a elimina orice CL functional
in momentul eliminarii dispozitivului (fig. nr. 4.3) (Borghese s.a., 1993).
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insertion 0-3 days before removal Al Al
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Fig. 4.3 Schema de sincronizare a estrului la bivolita bazata pe simularea functiei CL utilizand
dispozitive intravaginale progesteronice
Fig. 4.3 Estrus synchronization pattern in buffalo cow - stimulation of CL function using
intravaginal progesterone devices

Talelul 4.2
Tratament hormonal pentru sincronizarea estrului si aplicarea IA la timp fix; utilizare de
progestine intravaginale (PRID/CIDR/DIB) (http://www.ivis.org/)

Table 4.2
Hormone treatment for synchronization of estrus and Al application at a fixed time; use of
intravaginal progestins (PRID / CIDR / DIB) (http://www.ivis.org/)

Rata
Referinte Tara Tratament Perioada conceptiei
(%)
. Sezon de 40.7
Rao and Rao India PRID reproducere 253
. . PRID < 8-28
Sing s.a. India PRID + PMSG Vara 50.0
Murugavel CIDR + GnRH 27.3
n 9 India | CIDR + 500 IU eCG + Anestru
o= GnRH 40.6
DIB + GnRH n afara sezonului 394
Carvhalho s.a. | Brazilia | DIB + 400 IU eCG + de reproducere
GNnRH P 52.7

Barusellis.a. | Braziia CIDR + eCG + hCG In afara sezonului 535
: de reproducere

Barile s.a italia | PRID in afara sezonului 17.5
A PRID + 500 IU PMSG de reproducere 26.0
Barile s.a. alia | pRip + 1000 U PMsG | M afrasezonului gy 5

de reproducere

ltalia | PRID +1000 IU PMSG Tn afara sezonului 64.5

Barile s.a. PRID + 1000 IUPMSG + | "0 ranroducere
GNRH P 452
Eelle s Italia PRID + 1000 U PMSG In afara sezonului 47.8

de reproducere
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Tratamentul cu ajutorul dispozitivelor de eliberare interna controlata a
medicamentului CIDRs (Controlled Internal Drug Release) a fost creat pentru
eliberarea progesteronului intravaginal a si s-a dovedit eficienta sa pentru
inducerea si sincronizarea estrului la bovine. in absenta unui corp luteal,
dispoxitivele CIDR functioneaza ca un corp luteal accesoriu suprimand estrusul
si ovulatia pentru 7 sau mai multe zile. Aceste dispozitivele sunt confectionate
in forma literei T, dintr-un elastomer siliconat. Ele sunt plasate in vagin dupa
asepsia si antisepsia locala, cu un aplicator dezinfectat si lubrifiat. Confrom
protocolului aprobat in SUA, dispozitivul CIDR se aplica in ziua 0, in ziua 6 se
administreaza PGF2alfa, in ziua 7 se indeparteaza CIDR, iar estrul apare dupa
24 - 72 de ore (Rudolph s.a., 2011).

4.2. Biotehnologia embrio-tranferului la bubaline

Dupa definitia data de Federatia Europeana de Biotehnologie,
,Biotehnologiile constau, de fapt, in utilizarea bacteriilor, levurilor si celulelor
animale si vegetale de cultura, al caror metabolism si capacitate de biosinteza
sunt orientate catre fabricarea substantelor specifice”, Sason Albert (1988).

Biotehnologiile de reproductie reprezinta ansamblul metodelor,
procedeelor sau operatiilor care se folosesc pentru obtinerea in conditji optime,
a unor noi generatii de animale si au ca scop ameliorarea intr-un ritm accelerat
a efectivelor de animale si a starii lor de sanatate, in conditiile reducerii prefului
de cost/unitatea de produs.

Tehnologiile de reproducere asistata au fost introduse pentru a depasi
problemele de reproducere inerente, pentru propagarea rapida a
germoplasmei superioare si pentru a reduce intervalele de generare. Aceste
tehnologii oferd o sursa excelenta de embrioni pentru desfasurarea cercetarilor
de baza in fiziologia dezvoltarii, cresterea animalelor de ferma si pentru
aplicarea comerciala a tehnicilor biologice emergente precum clonarea si
transgenesisul. In ultimele doua decenii, s-au facut progrese considerabile in
ceea ce priveste intelegerea fiziologiei reproducerii bivoliilor, cu toate acestea,
recenziile anterioare (Palta si Chauhan, 1998; Gasparrini 2002) si studii mai
recente sugereaza ca rata productiei de embrioni transferabili ramane la
acelasi nivel. (Manjunatha si colab., 2009). Rezultatele au fost destul de
variabile intre laboratoare si sunt cel mai probabil legate de diferentele in
fiziologia embrionului, metabolismul si cerintele culturii in randul bivoliilor. Sunt
necesare, de asemenea, studii suplimentare pentru imbunatatirea
crioconservarii embrionilor produsi in vitro (Bogdan A.T., s, a,. 2010)

Transferul de embrioni se refera la procesul de reproducere asistata,
cand embrionii sunt plasati in uterul unei femele cu scopul de a realiza o
gestatie. Procesul de transfer presupune realizarea mai multor pasi, existand
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tehnologii diferite, dar, Tn general, se urmaresc: generarea si obtinerea
embrionilor de la femele donatoare, iar apoi transferul fiecarui embrion la
femele receptoare (Zamfirescu Stela si Sonea A., 2004).

4.2.1 Istoricul embrio-transferului la bivolita

Desi ce dintai raport al fatarii primului vitel rezultat in urma transferului
embrionilor la bivolita a aparut cu mai mult de douazeci de ani in urma (Drost,
1983), cercetarea ulterioara a productiei de embrioni (cum ar fi superovulatia
si recuperarea embrionilor) chiar si in tarile in care bivolii reprezinta baza
industriei produselor lactate (India si Pakistan) a fost extrem de lenta.

Primul program comercial de transfer de embrioni, de la inceputul anului
1970, presupunea o expunere chirurgicala medio-ventrala a uterului si
ovarelor, iar donatoarea se afla sub anestezie generald. Aparitia
prostaglandinei F2a a facut ca sincronizarea vacilor donatoare si a celor
receptoare sa fie mult mai practica.

Interventia chirurgicald si anestezia limita transferul de embrioni,
datorita metodei laborioase si timpului necesar recuperarii. Drept consecinta,
la jumatatea anului 1970 au fost introduse metodele de recoltare a embrionilor
nechirurgicale (metodele de spalare a uterului - flushing), iar spre sfarsitul
anului au aparut tehnici de trasfer al embrionilor la vacile receptoare prin
metode nechirurgicale, putand fi realizat, astfel si in ferme (Toba G, 2010).

Odata cu dezvoltarea metodelor de congelare a embrionilor, utilizand
fie dimetil-sulfoxid sau glicerol ca si crioprotectori (Wilmut si Rowson,1973),
transferul de embrioni a devenit o tehnologie mult mai eficienta, datorita faptului
ca nu mai era dependenta de disponibilitatea receptoarelor imediat dupa
recoltarea.

Primul vitel obtinut in urma transferului de embrioni congelati a avut loc
in anul 1973, avand ca bazd un experiment din anul 1972 care anunta
supravietuirea unui embrion de soarece la o temperatura de -196°C.

Exista doua proceduri disponibile Tn prezent pentru a produce embrioni
de la femelele donatoare (Ochea M. 2015) :

1. Superovulatia, urmata de inseminare artificiala, iar apoi
spalarea uterului pentru a recolta embrionii si
2. Fertilizarea in vitro care consta in recoltarea ovulului de la nivelul

ovarelor femelei apoi maturarea si fertlizarea acestuia in afara corpului pana
cand acestia pot fi implantati in uterul femelei receptoarei.

4.2.2. Dezvoltarea embrionara

Dupa fertilizarea si fuziunea gametilor, zigotul sufera diviziuni mitotice
ulterioare, care determina formarea blastomerilor. Primul clivaj al zigotilor cu
aparitia unui embrion cu 2 celule a fost inregistrat in ziua 2 - 3 de la estru la
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bivolite. Diviziunile ulterioare continua secvential. Aceste celule, cel putin in
stadiile incipiente ale dezvoltarii, pot fi considerate pluripotente, deoarece au
capacitatea de a se dezvolta in doi embrioni separati. Aceasta caracteristica a
fost demonstratd pana la stadiul de 8 celule la bovine si se crede ca este
similara la bivoli (Neglia s.a., 2009; Senger, 2012).

Aceasta etapa de dezvoltare (8 - 16 celule) este fundamentala. De fapt,
in aceasta perioada are loc activarea genomului embrionar care este esentiala
pentru atingerea competentei de implantare. Odata ce genomul embrionar este
activat, embrionul creste rapid pentru a forma un blastocist. Unele studii
(Karaivanov, 1987; Chantaraprateep s.a., 1984) indica o rata mai rapida de
dezvoltare embrionara la bivoli comparativ cu bovinele. Aceste rezultate au fost
confirmate din alte studii efectuate in vitro care demonstreaza ca embrionii de
bivoli sunt cu 12 - 24 ore mai avansati decat omologul bovin care se dezvolta
in paralel. Oocitele si embrionii de bivoli rAman Tn oviduct o perioada variind de
la 74 si 100 de ore dupa fecundare si ajung la uter la 96 - 108 h (4,5 - 5 zile)
dupa fertilizare. Se pare ca embrionii bubalini se afla in stadiul morulei atunci
cand ajung n uter similar cu cel descris la bovine la 120 de ore. Tn plus, In
diverse studii care au utilizat utere din abator, embrionii cu 8 celule au fost
recuperati din coarnele uterine n ziua a 5-a de estu, sugerand un transport mai
timpuriu al embrionilor in uter.

Se pare ca formarea blastocistului este initiata in general atunci cand
zigotul ajunge in uter. Ruptura zonei pelucide (eclozarea blastocistului)
reprezinta evenimentul de trecere la o noua etapa de gestatie a embrionului. in
acest moment supravietuirea gastrulei este strict dependenta de mediul uterin
trofoblastul venind direct Tn contact cu embriotroful uterin. Prin urmare, o
productie adecvata de progesteron si reactia uterului la progesteron sunt
considerate necesare pentru supravietuirea embrionilor. Datele privind
dezvoltarea embrionilor bubalini de la eclozarea blastocistului pana la
implantare sunt rare. S-ar putea face ipoteza ca pot aparea evenimente
similare celor inregistrate la alte rumegatoare, cum ar fi bovine si ovine.
Conform datelor descrise la aceste specii, dupa eclozare, se observa o crestere
logaritmica si o alungire a gastrulei. Exista cercetari pe utere de bivolita
recoltate dupa sacrificare care arata ca blastocistii recuperati si masurati au
avut dimensiuni de 112 / 108 mm in ziua 10 si 328 / 170 mm in ziua 15
sugerand o crestere de 3 ori a lungimii intre ziua 10 si ziua 15 (Senger, 2005).

Embrionul filamentos este capabil sa ocupe cornul contralateral din ziua
18 de gestatie la bovine. Deoarece alungirea embrionara a fost observata si la
bivolite, este probabil ca acesta sa treaca in cornul negestant similar ca la
bovine.

Hiperplazia progresiva si extinderea celulelor trofoblaste are ca rezultat
alungirea embrionara, permitand dezvoltarea membranelor extraembrionare in
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tot uterul. Prin acest mecanism, embrionul este capabil sa blocheze sinteza
PGF2a si sa evite luteoliza. De fapt, se stie ca la bovine, recunoasterea
materna a gestatiei are loc intre ziua 16 si 19 dupa inseminare si este probabil
similara si la bivoli.

Acest proces este mediat de mai multe molecule. Primul mesager care
trebuie Tnregistrat este Interferonul- T (IFN-T), care este produs de embrionul
elongat (viitoarele anexe fetale). IFN- 1 a fost recunoscut la multe specii de
rumegatoare inclusiv la bivoli si joaca un rol fundamental in acest proces, prin
legarea la endometru si inhibarea sintezei receptorilor de ocitocina. In acelasi
timp, IFN-T este capabil sa induca producerea mai multor proteine, prin legarea
de portiunea apicald a glandelor uterine. Sinteza acestor proteine
imbunatateste mediul uterin si favorizeaza supravietuirea embrionilor (Senger,
2005).

4.2.3. Embriotransferul Direct (In VIVO)

Transferul de embrioni este folosit pentru a exploata genetica femelei,
in acelasi fel in care materialul seminal congelat este folosit pentru a exploata
genetica masculului. Tehnologiile avansate de transfer de embrioni sunt extrem
de folositoare la specii cum sunt vacile sau bivolitele care produc 1 vitel pe an.
Comparativ, cu ajutorul transferului de embrioni, se pot obtine intre 9 - 12 vitei
pe an, de la o femela productiva.

Avantajele si dezavanatajele pe care le confera aceasta biotehnologie
sunt structurate pe mai multe niveluri: stiintific, economic, zootehnic cat si
sanitar- veterinar. Apreciem ca una dintre cele mai moderne metodologii de
evaluare a calitafii ovocitelor/embrionilor, se bazeaza pe sistemele
computerizate de analiza a imaginilor video reprezentand embrioni sau ovocite.
Aceasta metodologie, implica, determinari la nivelul subcomponentelor
ovocitare/embrionare, care sa fie relevante si concordante cu viabilitatea si
evolutia normala in vitro (Bogdan 2001).

Prin donatoare se infelege femela din specia bubaline care produce
embrioni dupa ce a fost in prealabil supusa tratamentului hormonal (poliovulatie
sau superovulatie ) expulzand Tn acelasi timp mai multe ovule susceptibile de
a fi fecundate. Femelele donatoare se aleg in functie de mai multe criterii:

Etapele ce trebuie parcurse in cazul transferului de embrioni:

e Selectia si pregatirea bivolitelor donatoare;
e Selectia si pregatirea bivolitelor primitoare (receptoare);
e Sincronizarea estrului si ovulatiei la bivolitele donatoare si primitoare;
e Inducerea poliovulatiei si insamantarea artificiala a bivolitelor
donatoare;
¢ Recoltarea embrionilor;
e Examinarea, clasificarea si conservarea embrionilor;
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e Transferul embrionilor.

Prin donatoare se intelege femela din specia bubaline care produce
embrioni dupa ce a fost in prealabil supusa tratamentului hormonal (poliovulatie
sau superovulatie) expulzand in acelasi timp mai multe ovule susceptibile de a
fi fecundate. Femelele donatoare se aleg in functie de mai multe criterii:

e valoarea genetica reprezinta criteriul principal de selectare a donatorilor
intrucat transferul de embrioni constituie un mijloc important de
intensivizare a productiei si mai ales de maximizare a progresului
genetic la bubaline;

e starea de intretinere si de sanatate a bivolitelor care trebuie sa fie buna;

o functia de reproductie normala la bivolite atat in privinta aparatului
genital cat si a sistemului neuro-endocrin;

¢ absenta genelor nedorite.

Pregatirea donatoarelor consta in urmatoarele etape:

e urmarirea desfasurarii parturitiei si asistarea acesteia;

e executarea examenului preliminar si observarea caldurilor timp de 9-14
zile;

e recoltarea unor probe de lapte in vederea examinariilor;

e aplicarea tratamentului hormonal pentru inducerea poliovulatiei
(utilizarea PSMG Tn doza de 500 UI/100 kg sau FSH — 40 mg in a 10-a
zi a ciclului estral sau folosirea progesteronului in doza de 100 mg/zi,
timp de 10 zile urmat de tratamentul poliovular cu PMSG sau FSH).
Receptoarele sunt reprezentate de tineretul femel sau bivolite care nu

au fost supuse transferului hormonal pentru inducerea poliovulatiei. Acestea se
aleg dupa urmatoarele criterii:

¢ femele cu sanatate buna, in special cu uterul neafectat si cu dezvoltare
corporala optima;

o femele capabile de a asigura eficientda embriotransferului, echilibrate
fiziologic, cu aptitudini maternale.

Dupa alegerea donatoarelor si receptoarelor se aplica tratamentele de
sincronizare a caldurilor .

Primul pas in cadrul acestui proces este producerea superovulatiei la
bivolitele donatoare. In acest scop se injecteaza un hormon folicular de
stimulare (FSH) inainte cu 40 - 48 de ore pentru ca bivolita sa intre in calduri.
Hormonul induce producerea unei mari cantitati de ovocite, ce vor fi recoltate
ulterior in urma fecundatiei.

In acelasi timp, bivolitele primitoare sunt sincronizate. Lor le sunt
injectati hormoni, ce regleaza ciclul caldurilor. Acest fapt va garanta
sincronizarea bivolitelor atat unele cu altele cét si cu bivolitele donatoare. Este
foarte important ca ciclul de calduri sa fie la acelasi nivel pentru a realiza
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transferul cu succes. Detectarea caldurilor este cruciala in desfasurarea
acestui proces.

Embrionii sunt colectati atunci cand se gasesc in cornul uterin, dupa
iesirea lor din oviduct (intre zilele 4 - 5). Cel mai frecvent, colectarea se
realizeaza intre zilele 6 - 8 dupa fecundatie, de regula in ziua a 7-a. Recoltarea
embrionilor se face chirurgical si nechirurgical.

Mult timp, metoda chirurgicalda a fost singura utilizatd. Tehnica
operatorie presupunea parcurgerea a doua etape: laparotomia, cu
exteriorizarea aparatului genital in plaga si recoltarea propriu-zisa a embrionilor
prin spalarea cu un lichid cu o compozitie speciala, a oviductelor (dupa un
interval de timp mai mic de 3 zile de la insamantare) sau a coarnelor uterine
(dupa un interval de timp mai mare de 4 zile de la insaméantare).

In prezent este generalizatd metoda nechirurgicala de prelevare a
embrionilor, a carei principiu consta in spalarea coarnelor uterine cu un mediu
special preparat, spalare care se realizeaza in conditii de asepsie in a 7-a zi
de la insamantare.

Tehnicile nechirurgicale de recoltare a embrionilor presupun mai multe
operatii: contentia femelei, anestezia, vidarea rectului, toaleta vulvei,
identificarea prezentei corpilor luteali pe ovar, introducerea lichidului de spalare
in lumenul coarnelor uterine, spdalarea acestora, recuperarea lichidului
impreuna cu embrionii, identificarea si recuperarea embrionilor din lichidul
recuperat si supus decantarii si aprecierea morfologica a acestora.

Intre momentul recuperarii embrionilor si cel al inoculdrii lor in uterul
receptoarelor, zigotii trebuie sa fie mentinuti in viata in conditii speciale si sa fie
manipulati Tn cele mai bune conditii tehnice si igienice. Compozitia mediilor de
recoltare si cultivare a embrionilor s-a modificat frecvent Tn decursul timpului,
pe masura ce cunostintele in domeniu au avansat si pe baza multiplelor
experiente intreprinse.

4.2.4. Fertilizarea IN VITRO in transfer de embrioni
Este o biotehnica de actualitate, prin intermediul careia procesele
fiziologice de maturare a gametilor femeli si de capacitare a spermatozoizilor,
fecundatie si culturd a embrionilor pana la stadiul transferului acestora in
organismul femelelor receptoare, sunt dirijate si se produc, partial sau total, in
afara organismului femelei (,in vitro®) in diferite medii de cultura. Aceasta
biotehnica, desi bazele teoretice si practice au fost puse cu circa 4 - 5 decenii
mai inainte, a capatat un interes mai deosebit in ultimele doua decenii.
Etapele fecundatiei ,in vitro® sunt:
e obtinerea ovocitelor;
¢ maturarea ,in vitro* a ovocitelor;
e capacitarea spermatozoizilor;
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o fecundarea si cultura ,in vitro%
e transferul embrionilor rezultati.

Ovocitele obtinute prin punctia ovarelor animalele sacrificate la abator,
constituie o sursa importanta de gameti, aceste ovocite necesita a fi maturate
,,in vitro®. Punctia foliculilor pe animalul viu permite folosirea donatoarelor de
ovocite cu potential genetic cunoscut. Pentru recoltarea ovocitelor in astfel de
conditii se poate folosi punctia foliculilor (OPU), ghidata prin ecografie
transvaginala, ce permite colectarea fluidului folicular si a complexelor ovocite-
cumulus.

Aceasta tehnica poate fi repetatd de mai multe ori in cursul aceluiasi
ciclu, fara a afecta fertilitatea ulterioara a femelei donatoare.

Maturarea ,in vitro “ a ovocitelor

Ovocitele prelevate din foliculii antrali, prin laparatomie sau sacrificarea
femelelor, reiau spontan meioza daca sunt plasate intr-un mediu special de
cultura, la 38°C, incubate ntr-o atmosfera de 5% CO.. Prezenta unui cumulus
compact si intact in momentul cultivarii ovocitelor favorizeaza reluarea meiozei
pentru majoritatea ovocitelor. Ruperea membranei nucleare se produce dupa
6 - 12 ore de cultura si emiterea primului globul polar dupa 24 de ore.

Capacitarea spermatozoizilor

Spermatozoizii trebuie sa parcurga o perioada de pregatire, numita
.capacitare®, care are loc ,in vivo®, in tractusul genital femel. Capacitarea este
o etapa pregatitoare necesara, In urma careia spermatozoizii dobandesc
capacitatea de a se fixa pe zona pelucida a ovocitului si sufera, apoi, reactia
acrozomului.

Capacitarea spermatozoizilor s-a obtinut prin incubarea acestora la
37°C, timp de 1 - 2 ore, intr-un mediu cu o forta ionica crescuta, ceea ce a dus
la detasarea proteinelor de acoperire. Actual se folosesc doua metode
moderne Percoll si SwimUp.

Fecundatia si cultura ,in vitro“ a embrionilor

Fecundarea se realizeaza prin cultura timp de o zi intr-un mediu special
a 0,1 ml suspensie de spermatozoizi, cu concentratie ridicata, impreuna cu
ovocite mature, in atmosfera de 5% CO3, 5% O2 si 90% N2. Dupa 24 de ore de
cultura Tmpreuna cu spermatozoizii, ovocitele fecundate sunt transferate intr-
un mediu special in vederea dezvoltarii ulterioare.

Transferul embrionilor obtinuti in vitro*

Se face n uterul femelelor receptoare, din aceeasi specie, a carei ciclu
sexual a fost sincronizat cu varsta embrionilor obtinuti ,.in vitro
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5. SCOPUL Sl OBIECTIVELE TEZEI
5. THE PURPOSE AND OBJECTIVES OF THE THESIS

Scopul prezentei teze de doctorat este de a monitoriza activitatea de
reproductie a bivolitelor in conditii naturale (sezoniere), dinamica activitatii
ovariene spontane (luni, sezon, an), aparitia estrului spontan (caracteristici,
particularitati), monta dirijata, diagnosticul gestatiei si monitorizarea ei,
supravegherea parturitiei si perioadei puerperale.

Cercetarile urmaresc pretabilitatea managementului reproductie la
bivolite. S-au aplicat ca metode de lucru:

e inducerea estrului prin utilizarea diverselor scheme terapeutice si
alegerea metodelor cu cele mai bune rezultate;

e finsamantarea artificiala a bivolitelor (cu estru spontan si indus) si
programarea momentului pentru aceasta (FTAI);

e finsamantarea artificiald cu material seminal sexat (pentru cresterea
efectivului si a productivitatii);

e diagnosticarea si terapia afectiunilor ovariene;

e managemetul perioadei puerperale (involutia uteina si reluarea
activitatii ovariene), diagnosticul de gestatie si monitorizarea ei.

S-a urmarit si posibilitatea de aplicare a unor biotehnologii de
reproductie moderne la bivolite. Acestea sunt:

e inducerea poliovulatiei (POV), monitorizarea raspunsului ovarian si
alegerea protcoalelor terapeutice cele mai favorabile;

e aplicabilitate POV la bubaline;

e obtinerea si recoltarea embrionilor in vivo;

e recoltarea ovocitelor si evaluarea calitatii lor;

De asemenea, un alt obiectiv al tezei a fost analizarea caracteristicilor
macroscopice si microscopice ale uterului si ovarelor.

5.1. Cadrul organizatoric in care s-au desfasurat cercetarile
Cercetarile au fost efectuate in cadrul mai multor ferme de crestere a

bivolitelor din localitatile Razboieni - lasi si Sercaia — Brasov din Roménia si
Irsinia din Italia.

5.1.1. Ferma TERRA DI BUFALA — Razboieni, lasi
"TERRA DI BUFALA" este o ferma de bivolite exploatate pentru
productia de lapte. Ferma se afla in zona de N-E a Romaniei, la aproximativ 45
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de km de orasul lasi, localitatea Razboieni, 1anga orasul Targu Frumos (fig.
5.1).

Orasul Targu-Frumos este situat in zona de contact a trei mari unitai
naturale: Podisul Sucevei, Podisul Central Moldovenesc si Campia Moldovei,
in bazinul mijlociu al Bahluetului.

Fig. 5.1 Localizarea fermei "TERRA DI BUFALA"
(www.google.ro/maps/place/Razboieni, 2016) Fig. 5.2 Bivolul Roméanesc Indigen

Fig. 5.1 Location of the farm "TERRA DI BUFALA" Fig. 5.2 Indigenous Romanian
(www.google.ro/maps/place/Razboieni, 2016)

Zona orasului Targu-Frumos grupeaza aspecte morfografice si
morfometrice distincte la nord si la sud de valea Bahluietului.

Clima orasului Targu-Frumos se fincadreaza in clima Podisului
Moldovei, temperat continentala cu nuante de ariditate. Studiind regimul termic
anual se evidentiaza faptul ca teritoriul orasului Targu-Frumos se afla situat
ntre izoterma de 8 — 9°C. Temperatura medie anuala este mai ridicata in estul
teritoriului de 9,1°C si mai redusa in vest de 8°C. Verile sunt secetoase si
calduroase cu temperaturi medii de 19,2°C, iar iernile reci, geroase cu medii
termice de -1,44°C.

Amplitudinea termica medie anuala este de 23°C ceea ce reflecta
caracterul continental al climatului regiunii, reducandu-se treptat de la est la
vest. Din punct de vedere hidrografic, teritoriul orasului Targu-Frumos face
parte din bazinul mijlociu al raului Bahluet.

Ferma are capital roméan si are ca obiectiv obtinerea si dezvoltarea unui
nucleu de bubaline, in vederea realizarii unui lot omogen genetic pentru
productia de lapte si implicit preparate din lapte de bivolita.

Materialul biologic din aceasta ferméa este reprezentat de bivolite din
rasa Mediteraniana, varietatea Bivolul Roménesc Indigen. Animalele au fost
achizitionate pe parcursul mai multor ani din cumparari de la statiunea de
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cercetare (Sercaia, Brasov), dar si prin achizitii directe din gospodariile
populatiei din Ardeal (fig. 5.2, fig. 5.3).

Alte hume Bival roménesc Other names S
Tara de origine Roménia Country of origin Romania
Tip Rau Type River
Utilizare munca, lapte, carne Use draught; dairy; meat
Trasaturi Traits
Greutate Mascul: 650-680 kg Weight Male: 650-680 kg
Femela: 530-560 kg Female: 530-560 kg
Inalime Mascul: 140-142 cm || Height Male: 140-142 cm
Femela: 131-133 cm Female: 131-133 cm
Culoare negru Coat black
Bivolul de riu Water buffalo
Bubalus bubalis Bubalus bubalis

Fig. 5.3 Varietatea Bivolului Roménesc Indigen si caracteristicile morfologice
(https://en.wikipedia.org, 2016)
Fig. 5.3 The variety of the Indigenous Romanian Buffalo and the morphological characteristics
(https://en.wikipedia.org, 2016)

In anul 2016 ferma avea un numar total de 206 bubaline. Pe categorii
de varsta acestea au fost reprezentate de 100 bivolite (48,5%), 5 malaci — bivoli
pentru monta (2,4%), 50 tineret femel (24,2%) si 51 tineret mascul (24,7%).

Tn anul 2017 efectivul de bubaline a inregistrat modifcari privind numarul
de bivoli si bivolite pe grupe de animale. Numar total de bubaline a fost 149, in
scadere fata de anul anterior cu 57 bubaline (- 27,7%) (tabelul 5.1). Pe categorii
de varsta acestea sunt reprezentate de 59 bivolite (39,6%), 2 malaci (1,3%),
70 tineret femel (47%) si 18 tineret mascul (12.1%) (fig. 5.4).

Analizand evolutia efectivului de animale pe categorii de varsta se
observa reducerea numarului de bivolite adulte cu 41 animale (- 41%) si
cresterea numarului de tineret femel cu 20 bivolite (+ 40%), constatandu-se
clar preocuparea crescatorului de a inlocui efectivul matca cu bivolite tinere, cu
potential pentru reproductie si pentru cresterea productie de lapte.

Adaposturile destinate bivolitelor sunt constructii vechi, dar imbunatatite
si modernizate, sistemul de intretinere este liber cu front de furajare, alee de
serviciu frontala, spatiu de odihna si confort. De asemenea, bivolitele au acces
la spatiu de miscare in padoc extern (fig. 5.5 — fig. 5.10).

Nutritia este axata pe fan de lucerna, siloz de porumb si supliment
proteo-vitamino-mineral. Suplimentul este alcatuit din amestec macinat de
cereale cu tarata de grau si premix vitamino-mineral.
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Tabelul. 5.1
Materialul biologic si repartizarea bubalinelor pe sex si categorii de varsta (2016 - 2017)
Biological material and distribution of buffaloes by sex and age categories (2016 - 2017)

Evolutie efectiv bubaline

Categorii 2016 2017 2017 vs. 2016
il Numar % Numar % %
Bivolite adulte 100 48.5 59 39.6 -41.0
Bivoli adulti 5 2.4 2 1.3 -60.0
Tineret femel 50 24.3 70 47.0 40.0
Tineret mascul 51 24.8 18 12.1 -64.7
Total 206 100.0 149 100.0 -27.7

DINAMICA EVOLUTIEI EFECTIVULUI DE BUBALINE IN ANII
2016_2017

51
2016 50

2017

Tineret Mascul Tineret Femel Bivoli adulti  m Bivolite adulte

Fig. 5.4 Evolutia efectivului de bubaline Tn perioada 2016 — 2017
Fig. 5.4 Dynamics of buffaloes in the period 2016-2017

Mulsul se efectueaza o data pe zi, dimineata, acesta se face cu o
instalatie mobild. In ferma se utilizeazé administrarea de ocitocina naintea
mulsorii datorita efectului de stimulare al eliberarii laptelui, doza fiind de 1 ml
(10 U.L)/ femela, i.m.
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Fig.'5.5 B.ivolit,e aflate in padoc acoperit Fig. 5.6 Tineret
Fig. 5.5 Buffaloes in covered paddock Fig. 5.6 Young male 9 - 15 months
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Fig. 5.8 Tineret mascul de 15 — 24 luni
Fig. 5.7 Young female 20 - 30 months Fig. 5.8 Young male buffalo 15 - 24 months

Fig. 5.7 Tineret femel de 20 - 30 luni

Fig. 5.9. Tineret bubaline femel in varsta de Fig. 5.10 intretinerea bubalinelor, lot de

12 — 20 luni tineret mascul, in boxa comuna
Fig. 5.9 Young female buffalo aged 12 - 20 Fig. 5.10 Maintenance of buffaloes,
months male youth group, in the common box

Media productiei de lapte pe bivolita este de 3 litri / zi, cu mentiunea ca
femelele aflate in lactatie isi alapteaza viteii in aceatad perioada, viteii sunt
alaptati pana la varsta de 5 — 6 luni pentru a asigura o dezvoltare
corespunzatoare a acestora (fig. 5.11 - fig. 5.13).
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Fig. 5.11 Lot de bivolite gestante Fig. 5.12 Lot
Fig. 5.11 Lot of pregnant buffaloes Fig. 5.12 Lot of buffaloes in the maternity
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Fig. 5.13 Lot lactante impreuna cu vitei
Fig. 5.13 Lot of lactaning bufalloes with calves

in anul 2017 au fost mulse un numar de 75 de bivolite, avand zilnic la
mulsoarea de dimineata (singura efectuata pe zi) un numar de 18 — 20 femele
in lactatie. Productia de lapte a variat de la 60 litri de lapte / mulsoare vara si
30 litri de lapte / mulsoare iarna, variatia cantitatii de lapte pe sezoane fiind data
de calitatea alimentatiei. Femelele cu o lactatie buna au o medie / mulsoare de
pana la 10 litri de lapte / zi.

Un procent de aproximativ 40% (5 din 12) dintre bivolitele primipare au
avut o perioada scurta de lactatie de 60 de zile, cantitatea de lapte produsa
fiind de sub 1 litru / zi asigurand doar alimentatia viteilor. in schimb, la bivolitele
pluripare, perioada de lactatie a variat in anul 2017 intre 9 — 10 luni (270 — 300
zile).

Unitatea detine in proprietate o suprafata arabila pe care sunt cultivate
nutrefurile pentru animale, nutreturi ce vor fi regasite n ratia furajera zilnica.

Alcatuirea ratiilor furajere se face in bucataria furajera proprie a fermei,
ce are in dotare utilaje speciale destinate acestui scop, ferma avand
posibilitatea sa-si produca singura, in mare parte, materia prima necesara
alcatuirii ratiilor. Astfel, se urmareste ca principiu de baza satisfacerea
necesarului fiziologic de intretinere al animalelor, cat si realizarea unui nivel
ridicat al productiei de lapte (Nicolae si Sonea, 2017).

Normele de hrana aplicate in alcatuirea ratjilor furajere la bivolitele
pentru lapte s-au referit la asigurarea, pe cat posibil, a urmatorilor nutrient;:

e necesarul de substanta uscata al ratiei furajere (g SU): 1,11 - 1,40 kg

SU /100 kg masa corporala, 0,46 kg SU / L lapte;

e necesarul de proteina digestibila (g PDI): 66-70 g PDI / 100 kg greutate
corporala, 50 g PDI / L lapte;
e necesarul energetic (UNL): 0,85-1,50 UNL / 100 kg masa corporala,

0,44 UNL / L lapte;

e necesarul de substante minerale: 6 g Ca si 4 g P / 100 kg greutate
corporala, 3 g calciu si 2 g fosfor / L lapte.
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Ferma de bivolite Terra Di Bufala din localiatea Razboieni, Judetul lasi,
are in componeta 4 adaposturi cu o lungime de 100 de m si o latime de 30 de
m.

Adaposturile sunt prevazute cu front de furajare comun si zona de
activitate fizica intru-un padoc acoperit care este situat in fata adapostului.

In adapostul numarul 4 sunt cazate bivolitele gestante, repartizate in 3
loturi in functie de vérsta gestatiei. De asemenea, in acest adapost sunt
amenajate boxe individuale cu dimensiunea aproximativa de 7 m / 7 m
reprezentate de materintate, locul unde bivolitele sunt aduse in momentul
travaliului sau imediat dupa identificarea parturitiei.

in hala numarul 2 sunt organizate spatii si loturi de bivolite aflate Tn
perioada de postpartrum. Femelele care au glanda mamara dezvoltata si
asigura o lactatie peste nivelul de hranire al vitelului, sunt lotizate in sectorul 1,
si acestea vor alcatui lotul bivolitelor lactante care se mulg. Femelele care nu
asigura o lactatie suficienta si pentru muls, vor ramane permanent cu viteii in
sectorul 2. In unele cazuri, mai ales la primipare, sunt prezente hipogalaxii si
parturienta nu asigura prin lactatie nici necesarul de dezvoltare al propriilor
vitei, Tn aceste cazuri se folosesc bivolite doici.

Bivolitele doici sunt femele cu o varsta inaintata, 10 — 12 ani, aflate in
perioada de postpartrum, cu instinct matern dezvoltat si o lactatie suficient de
buna pentru a hrani si alti vitei. Bivolitele cu hipogalaxie si cele care se afla la
momentul Tntarcarii (6 luni la primipare si 10 luni la pluripare) sunt cazate in
sectorul 3, unde sunt depistate fazele estrale. Pentru stimularea reaparitiei
estrului postpartrum sunt introdusi in adapost, prin rotatie, malaci (tauri de
bivoli).

in ferma se folosesc la reproductie malaci cu valoare de ameliorare,
proveniti de la unitati diferite fatd de lotul fermei (pentru a nu se produce
consangvinizare). Astfel, in anul 2016 au fost folositi 3 bivoli pentru monta
dirijata, acestia au fost selectati in ferma, din totalul masculilor achizitionati la
infiintarea fermei (anii 2014 si 2015). Pentru anul 2017, au fost folositi la monta
dirijata doi malaci proveniti de la Statiunea de Cercetare a Bubalinelor de la
Sercaia.

in hala numarul 1 sunt organizate sectoare de crestere a tineretului
femel, separat pe sexe si pe varste, femele lotizate permanent pana la varsta
de 20 - 30 de luni. Acest lot este alcatuit din vitelele de Tnlocuire si permanent
sunt monitorizate pentru depistarea estrului.

Reproductia vacilor si vitelelor se face intr-un punct de insamantari
artificiale, sub supravegherea medicului veterinar, de catre un operator
insamantator. Initial, femelele sunt supuse unui examen clinic curent in ceea
ce priveste starea de sanatate din punct de vedere al bolilor infecto -
contagioase, parazitare si, In mod deosebit, se face un examen ginecologic al
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glandei mamare. In functie de rezultatele acestui control, se apreciaza daca
femelele sunt apte pentru reproductie, iar pentru cele cu afectiuni se intocmesc
foi de observatie si se stabileste conduita terapeutica adecvata, astfel incat, sa
fie introduse cat mai repede in procesul de reproduciie.

5.1.2. Statiune de Cercetare si Dezvoltare a Bubalinelor Sercaia,

Bragov

Statiunea de Cercetare si Dezvoltare pentru Cresterea Bubalinelor
Sercaia (S.C.D.C.B. Sercaia) (Ferma Il) este situata in apropierea DN 1,
kilometrul 223, intre localitatile Sercaia si Mandra, la 54 km de municipiul
Brasov (fig. 5.14).

Statiunea a fost infiintata Tn anul 1981, prin desfintarea fermei de vaci
nr. 8, apartinand de |.A.S. Fagaras, care realiza pierderi economice importante
cauzate de morbiditate si mortalitati consecutiv conditiilor pedoclimatice din
zond, exces de umiditate si plante caracteristice solurilor cu pH acid. Tn
contextul problematicii generale de ridicare a productiilor la bovine, un alt motiv
pentru infiintarea statiunii a fost de a se gasi solutii care sa asigure acest
deziderat in conditii de eficientd economica, unul dintre factorii importanti
vizand valoarea biologica a populatiilor de bubaline existente si posibilitatilor
de imbunatatire a lor in continuare.

Fig.5.14 Prezentare S.C.D.C.B. Sercaia Brasov
Fig.5.14 Presentation of the S.C.D.C.B. Sercaia Brasov

Obiectul de activitate al statiunii este de a efectua cercetari stiintifice si
de a dezvolta noi tehnologii de crestere a bubalinelor cu scopul aplicarii
rezultatelor in productie. Statiunea aduce o contributie importanta la
ameliorarea caracterelor de productie (lapte, carne) si reproductie a bivolilor in
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tara noastra, prin producerea si livrarea de animale de prasila de Tnalta valoare
biologica (www.bivoli-sercaia.ro).

Unitatea este institufie publica, cu statut juridic propriu si functioneaza
in subordinea Academiei de S$tiinte Agricole si Silvice "Gheorghe lonescu-
Sisesti".

Sectorul de dezvoltare al statiunii cuprinde ferma zootehnica si ferma
vegetala.

Ferma zootehnica (biobaza experimentald) are un efectiv de bubaline
care variaza intre 350 - 400 animale. Acest efectiv constitue materialul biologic
necesar desfasurarii experimentelor din programul de cercetare al statiunii si
pentru producerea de material de prasila. Sistemul de exploatare cu circuit
inchis, precum si respectarea tehnologiilor i a normelor sanitar veterinare au
contribuit la mentinerea starii de sanatate a intregului efectiv care este indemn
la bolile infecto-contagioase.

Ferma vegetala in suprafata de 535 ha teren agricol, asigura furajele
necesare efectivului de bivoli din unitate. Structura furajera permite alcatuirea
unor ratii adecvate pe stari fiziologice, varsta si nivele de productie de lapte.

in sezonul cald, tineretul bubalin, bivolii, bivolitele adulte care nu sunt
lactante si bivolitele gestante sunt intretinute liber, la pasune, fara a se intoarce
la adapostul permanent (din luna mai pina la sfarsitul lunii octombrie) (fig. 5.15).
Ulterior fatarii la pasune, bivolita si vitelul sunt adusi in ferma, femela se alatura
bivolitelor lactante, care in sezonul cald sunt scoase la pasune intre cele doua
mulsori (de dimineata si seara iar, vitelul este dus in sectorul alocat cresterii
tineretului bubalin, urmand sa fie alaptat la tetina (fig. 5.16, fig. 5.17).

Fig. 5.15 Bivolite la pasune
Fig. 5.15 Pasture buffaloes
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Fig. 5.16 Bivolita mama si vitelul Fig. 5.17 Intretinerea viteilor in cresa
Fig. 5.16 The mother buffalo and the calf Fig. 5.17 Maintenance calves in nursery

Coordonarea activitatii de reproductie se realizeaza prin planul de
monta si fatari pe baza catagrafiei. Aceasta este o lucrare tehnica, elaborata
anual, cu ajutorul careia se stabileste planul de monta si fatari pentru anul ce
va urma. La ferma de la Sercaia sistemul de programare a bivolitelor si vitelelor
la monta, respectiv la fatare este de tip sezonier, fatarile sunt concentrate in
proportie de 70 — 75% din efectivul femel apt de reproductie in perioada martie-
iunie, pentru a se valorifica furajele verzi din cursul verii in vederea cresterii
productiei de lapte.

Intr-un studiu efectuat la SCDCB Sercaia pe 224 bivolite, de la care au
fost Tnregistrate1335 lactatii incheiate, cu inregistrarea datei montei sau IA
fecunde si datei fatarii, s-a constatat ca 82,95% din fatari s-au realizat in
perioada lunilor aprilie - septembrie, acestea corespunzand montelor sau IA
efectuate in lunile mai — noiembrie, perioada in care bivolitele sunt intretinute
in timpul zilei pe pasune (Vidu Livia si Bota 2014).

5.1.3. Ferma BRADANO RIVER - Irsinia, Italia

Ferma "BRADANO RIVER" creste si exploateaza bivolite pentru
productia de lapte. Aceasta se afla in zona de S - E a Italiei, la aproximativ 25
de km de judetul Matera, localitatea Irsina. Ferma este dispusa la urmatoarele
coordonate: N 40°44'36.9639”, E 16°10'50.484 si la o altitudine de 212 m
deasupra nivelului marii.

Ferma are capital italian si obiectivele de activitate sunt formarea si
dezvoltarea unui grup de bubaline, in vederea obtinerii unui lot omogen genetic
pentru productia de lapte si implicit preparate din lapte de bivolita. Ferma are
ca material biologic bivolite din rasa Mediteraneana italiana.

Ferma Bradano River din Italia are un numar total de 622 bubaline (anul
2017). Pe categorii de varsta acestea sunt reprezentate de 340 bivolite adulte
(54,6%), dintre care 260 (76,5%) in lactatie; 18 bivoli (2,9%), 233 vitele
(37,4,2%), 31 tineret femel (4,8%) (tabelul 5.2).

71



Adaposturile au fost construite Tn anul 2000 si destinatia lor initiala a
fost pentru cresterea oilor, dar ulterior, Tn anul 2006 au fost imbunatatite si
modernizate pentru cresterea de bivolite. Sistemul de intretinere este liber cu
front de furajare, alee de serviciu frontald, spatiu de odihna si confort (fig. 5.18,
fig. 5.19). De asemenea, bivolitele au acces la spatiu de miscare in padoc
extern.

Nutritia a fost axata pe siloz de triticale, siloz de porumb, fan de lucerna,
paie, faina de soia, faina de porumb, amestecul de tarate, orz, pulpa de sfecla,
seminte de bumbac si suplimente vitamino-minerale (fig. 5.20).

Femele lactante au beneficiat de o ratie furajera alcatuita din siloz de
triticale 10 kg, siloz de porumb 6 kg, fan de lucerna 2 kg, fan de triticale 1 kg,
paie 0,5 kg, faina de soia 1,8 kg, faina de porumb 3,5 kg, 4 kg de amestec de:
tarate 38%, orz 38%, pulpa de sfecla 12%, seminte de bumbac 12% si 0,4 kg
suplimente vitamino-minerale.

Tabelul 5.2

Materialul biologic si repartizarea bubalinelor pe sex si categorii de varsta (2017)
Biological material and distribution of buffaloesby sex and age categories (2017)

Categorii animale 2017
Numar %
Bivolite adulte 340 54.7
Bivoli adulti 18 2.9
Vitele 233 37.5
Tineret femel 31 5.0
Total 622 100.0

: vy &3
Fig. 5.18 Sitem de intretinere liber a Fig. 5.19 Front de furajare din ferma
bubalinelor Fig. 5.19 The feeding space in the farm
Fig. 5.18 Free buffalo care system
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Fig. 5.20 Modalitate de pastrare a nutreturilor F|g 5.21 Sistem de irigare al terenului
Fig. 5.20 Method of preserving fodder cu porumb pentru siloz
Fig. 5.21 Corn silo irrigation system

Vitelele au beneficiat de o ratie furajera alcatuita din paie 5 kg, faina
de soia 1,2 kg, faina de porumb 1 kg, siloz de triticale 5 kg si 0,1 kg suplimente
vitamino-minerale. Ratia furajera a vacilor in repaus mamar a fost alcatuita din
7 kg de paie, 0,5 kg faina de soia, 1 kg faina de porumb, 2 kg de siloz de triticale
si 0,15 kg suplimente vitamino-minerale.

Mulsul s-a efectuat de doua ori pe zi, dimineata la ora 05:00 si dupa-
amiaza la ora 17:00, acesta se face la o instalatie fixa, cu 10 locuri (fig. 22).
Media productiei de lapte pe bivolita este de 10,2 L / zi.

-
5

Fig. 5.22 Sistem de muls utilizat in ferma
Fig. 5.22 Milking system used on the farm

in cadrul fermei Bradano activitatea de reproductie este una continua,
in sensul ca imediat dupa incheierea perioadei puerperale (40 — 50 zile PP)
bivolitele se introduc in lotul vacilor de asteptare pentru IA. In aceasta categorie
sunt incluse bivolitele care sunt apte de reproductie dupa parturitie, tineret
femel bubalin in véarsta de 15 — 20 luni si femelele care au fost diagnosticate
negestante la examenul ecografic. Dupa trei IA nefecunde vacile de bivol sunt
montate de taur.
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Unitatea detine Tn proprietate o suprafata arabila de 600 ha pe care sunt
cultivate nutreturile pentru animale, nutreturi ce vor fi regasite in ratia furajera
zilnica (fig.5.21). Furajele care au intrat in alcatuirea ratjilor au fost de cea mai
buna calitate, cu digestibilitate maxima, s-a respectat ceriniele nutritive
conform normelor unei hraniri echilibrate din punct de vedere energo-proteic si
vitamino-mineral.

Alcatuirea ratiilor furajere s-a facut in cadrul fermei, care a avut in dotare
utilaje speciale Tn acest scop, acesta avand posibilitatea sa-si produca singura,
in mare parte, materia prima necesara alcatuirii ratiilor. Astfel, s-a urmarit
asigurarea necesarului fiziologic de intretinere al animalelor, cat si realizarea
unui nivel ridicat al productiei de lapte (fig. 5. 23 si fig.5.25).

Wi

Fig. 5.23 Depozitarea cerealelor necesare Fig. 5.24 Utilaj agricol utilizat in ferma
alcatuirii ratiilor furajere Fig. 5.24 Agricultural machinery used on
Fig. 5.23 Storage of cereals necessary for the farm

the preparation of feed rations

5.2. Concluzii partiale

o In ferma Terra di Buffala in 2017 efectivul de vitele a crescut cu 40%,
observandu-se clar preocuparea fermierului de a creste efectivul matca. Un
procent de aproximativ 40% dintre bivolitele primipare au avut o perioada
scurta de lactatie de 60 de zile, In schimb, la bivolitele pluripare, perioada de
lactatie a variat in anul 2017 intre 9 — 10 luni (270 — 300 zile).

o In cadrul SCDCB Sercaia sistemul de programare a bivolitelor si
vitelelor la monta si fatare este sezonier, fatarile sunt concentrate in proportie
de 70 — 75% din efectivul femel apt de reproductie in perioada martie — iunie.
o Ferma Bradano River din Italia in 2017 a avut un numar de 622 de
bubaline. Pe categorii de varsta acestea au fost reprezentate de 340 bivolite
adulte (54,66), dintre care 260 (76,5%) in lactatie; 18 bivoli (2,9%), 233 vitele
(37,42%), 31 tineret femel (4,8%). Media productiei de lapte pe bivolita a fost
de 10,2 L/ zi.
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6. CERCETARI PRIVIND MONITORIZAREA §§ZONIERA A
FUNCTIEI DE REPRODUCTIE LA BIVOLITA IN CONDITII
NATURALE DE CRESTERE

6. RESEARCH ON SEASONAL MONITORING OF THE
REPRODUCTIVE FUNCTION IN BUFFALOE UNDER
NATURAL GROWTH CONDITIONS

Activitatea de reproducere la bivolul de rau este influientatd de anumiti
factori, respectiv conditiile ecologice si meteorologice, acestea fiind in stransa
legatura cu disponibilitatea alimentelor si cu eficienta reproductiva rezultata.

La unele animalele salbatice, precum si la bivoli si bovinele
conventionale crescute in sisteme de pasuni deschise, sezonul reproducerii
este legat de raportul lumina / intuneric si de disponibilitatea furajelor (Zicarelli
2016). Bivolii riverani crescuti Tn zonele temperate cu variatii termice si
fotoperiodice mari in cursul anului si in care disponibilitatea biomasei furajere
creste odaté cu scaderea perioadei zilei, au un comportament de reproducere
sezoniera. Astfel, bivolii sunt reproducatori sezonieri poliestrici, dependenti de
raportul de zi lumina scurta, cu manifestari mai ridicate de estru in toamna,
sezonul optim de imperechere se desfasoara incepand cu luna decembrie
pana in februarie, cu fatari intre lunile octombrie si decembrie, urmate de
intarcare in lunile august sau septembrie (Crudeli, 2016, Liliana Ghinet, 2016).

Fiziologia reproducerii bivoliilor este similara cu ce a bovinelor in multe
aspecte, dar exista si diferente subtile. Bubalinele prezinta o influenta marcata
a sezonului asupra aparitiei estrului, conceptiei si fatarii la femele si a unui
libidou scazut in timpul lunilor calde de vara la masculi. S-a mentionat ca
perioada de reproducere la speciile de bivoli este foarte variabila (Barile, 2005,
Marai, 2010), sezonul de reproductie la bubaline, in majoritatea tarilor in care
se cresc, se extinde din septembrie pana tn martie.

6.1. Material si metoda

Cercetarile privind monitorizarea sezoniera a functiei de reproductie la
bivolitd in conditii naturale de crestere s-au efectuat in cadrul fermei Terra di
Bufala, localizata in localitatea Razboieni, judetul lasi, pe parcursul anilor 2016
si 2017. Astfel, au fost morfometriate in dinamica volumul ovarelor.

Examenul clinic general a vizat toate femelele cuprinse in studiu
(bivolitele adulte din ferma), utilizand marile metode semiologice ca: anamneza
ginecologica, inspectia, palpatia si termometria.

Anamneza ginecologica consta in consultarea evidentelor scriptice
zootehnice pentru fiecare caz in parte, interesandu-ne: varsta, data parturitiei,
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modul de desfasurare al parturitiei, eventualele complicatii si terapia aferenta,
antecedente  ginecologice, afectiunile ovariene diagnosticate, data
insamantariilor, data parturitiei. Un aspect important pentru monitorizarea
activitatii de reproductie este si dialogul cu ingrijitorii ce deservesc aceste loturi
de bivolite.

Examenul clinic special s-a efectut prin examenele ginecologic si
palpatie transrectala.

Prin examen transrectal s-au urmarit modificarile de volum, consistenta
si tonus ale uterului, dar si aspectul ovarelor. La nivelul ovarelor s-au stabilit la
fiecare examinare volumul, consistenta, prezenta formatiunilor fiziologice sau
patologice si topografia lor.

Un alt studiu efectuat se refera la principalii indici ai reproductiei precum
fecunditatea (F), natalitatea (N), service periodul (SP), calving intervalul (Cl) ce
influienteaza direct ritmul de crestere al evectivului de bubaline.

6.2. Rezultate si discutii

6.2.1. Evolutia in dinamica a volumului ovarian, in cadrul ciclului

sexual la bivolita

Pentru monitorizarea procesului de reproductie s-au efectuat examene
clinice periodice, rezultatul acestora au fost centralizate pe sezoane si pe ani.

Examinarea transrectala a fost efectuata periodic in ferma, pe tot
parcursul anului, si au interesat multiparele, primiparele si nuliparele (vitele de
peste 20 de luni). Trebuie specificat faptul ca odata diagnosticata gestatia, nu
au mai fost efectuate examene transrectale pentru stabilirea dimensiunii
ovarelor si identificarii formatiunilor.

Dinamica dimensiunii ovarelor din acest studiu este reprezentata de
mediile volumului ovarelor doar de la bivolitele aflate in perioada de asteptare.

Examenul ginecologic intern, transrectal, la bivolita se realizeaza diferit
raportat la vaca, datorita particularitatilor anatomoclinice si topografice ale
aparatului genital (fig. 6.1). La bivolitd crupa este tesita, cu deschiderea
posterioara a bazinului mult orientata ventral, fapt ceea ce duce la o pozitionare
ascendenta a bratului examinatorului in conductul pelvigenital.

Musculatura ano-rectala este mai dezvoltata si mai tonica comparativ
cu taurinele, si contractile de defecatie si ale undei peristaltice sunt foarte
intense ceea ce determina ca abordarea segmentelor uterine si a ovarelor sa
fie foarte anevoioasa si uneori imposibila.

La bivolite, pe seroasele din cavitatea pelvina (rectald, uterina,
mezoovar si mezouter) se depun frecvent grasimi, in cantitate proportionala cu
scorul corporal, fapt ce face ca grosimea peretelui rectal sa estompeze din
fidelitatea identificarii si palparii segmentelor interesate.
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Topografia uterului la bivolite este fiziologic pe planseul cavitatii pelvine,
iar forma acestuia este a coarnelor de berbec, peretele uterin este mai gros ca
la vaca si cu o tonicitate crescuta, devine rapid hiperton si hiperchinetic.
Frecvent, in timpul examenului transrectal, din cauza hipertonicitatii si a
hiperkineziei uterul ia aspectul unei mase globuloase, torsionata, cu coarnele
uterine rasucite mult ventral, facand ca abordarea ovarelor sa fie foarte dificia.

Uneori, pentru a reusi examinarea ginecologica se recurge la o usoara
anestezie epidurala cu procaina 2%, doza acesteia fiind de 2 - 3 ml la vitele si
de 4 - 5 ml la adulte.

' ¥i i 23 N
Fig. 6.1 Examinarea trans-rectala la bivolite. Pozitia méinii operatorului si examenul
ginecologic al uterului si ovarelor de bivolita (Ciornei, s.a., 2020.)

Fig. 6.1 Transrectal examination in buffaloes. The position of the operator's hand and

the gynecological examination of the uterus and ovaries in buffalo (Ciornei, s.a., 2020)

in anul 2016 s-a monitorizat activitatea de reproductie la 77 bivolite, cu
un numar total de examinari de 219. S-a urmarit determinarea, prin examenare
trans-rectala a dimensiunilor ovarelor, respectiv lungime si latime (morfometrie
trans-rectala), a si prezenta formatiunilor pe ovar.

Pentru examinarea ginecologica a uterului si a ovarelor la bivolita este
nevoie de experienta din partea operatorului, dar si de cunoasterea
particularitatilor la aceasta specie. Determinarea cu precizie a dimensiunilor s-
a facut dupa un studiu individual privind aplicarea semiologiei ginecologice.
Astfel, conform lui Hansen Ch. 2006, au fost adoptate rapoartele morfometrice
si de reper ale segmentelor genitale examinate cu dimensiunile cunoscute ale
operatorului.

Aprecierea morfometrica a ovarelor s-a facut prin comparatie cu
lungimea si latimea degetului mare (police) si aratator (indice), dar si cu
diametrul spatiului creat de inchiderea celor doua degete.

Dupa Hansen Ch. 2006 diametrul degetului mare la nivelul amprentei
este de 2,5 — 3 cm, lungimea falangei distale a degetului mare este de 3 — 3,5
cm. Lungimea degetului aratator este de 10 cm, spatiul creat prin unirea
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degetului mare si a degetului aratator este de 4,5 — 5 cm, iar daca spatiul se
inchide la baza falangei distale, are diametrul de 3 — 3,5 cm in diametru.
Conform metodei de dimensionare, s-au stabilit reperele proprii ale
examinatorului din studiu (tabelul 6.1).

Tabelul 6.1
Elemente de morfometrie si semiologie ginecologica necesare pentru aprecierea dimensiunilor
ovariene si genitale
Table 6.1
Elements of morphometry and gynecological semiology necessary for the assessment of
ovarian and genital dimensions

Nr. . Literatura | Propriu
Elemente de morfometrie

Crt. (cm) (cm)
1. | Latimea degetului mare la nivelul amprentei 25-3 2,3
2. | Lungimea falangei distale a degetului mare 3-35 3,3
3. | Lungimea degetului aratator 10 8,5
4. | Latimea degetului aratator la nivelul amprentei 2 1.8
5. | Diametru spatiu inchis indice - police 45-5 4

6. | Diametru spatiu inchis indice — baza falanga distala 3-35 3

Datele au fost centralizate pe luni si pe sezoane de clima, raportandu-
se doar media acestora (tabelul 6.2, fig. 6.2). Lungimea ovarului stang a avut
valori medii cuprinse intre 14,8 mm (iarna) si 15,4 mm (vara) respectiv latime
de 10,6 mm (primavara) si 12 mm (vara). De asemenea, lungimea ovarului
drept a avut valori medii cuprinse intre 15,7 mm (iarna) si 19,3 mm (vara)
respectiv latime de 11,3 mm (iarna) si 15,5 mm (vara). Se observa ca
dimensiunile medii cele mai mari s-au inregistrat in sezonul de vara ca o
consecinta a formatiunilor evolutive existente pe ovar, fie datorate prezentei
unui CL gestativ sau a foliculilor ovarieni in diferite stadii de dezvoltare.

Tabelul 6.2
Dimensiuni medii ovare bivolita, in functie de sezon, anul 2016
Table 6.2
Average dimensions of buffalo ovaries, depending on the season, 2016
ANOTIMP
ORGAN DIMENSIUNI IARNA | PRIMAVARA VARA TOAMNA
OVAR LUNGIME / mm 14,8 14,7 15,4 15,5
STANG | LATIME / mm 10,8 10,6 12,0 11,2
OVAR LUNGIME / mm 15,7 18,3 19,3 17,4
DREPT LATIME / mm 11,3 13,1 15,5 12,9
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Fig.6.2 Reprezentare grafica dimensiuni medii ovare bivolita, in functie de sezon, anul 2016
Fig.6.2 Graphic representation of average dimensions of buffalo ovaries, depending on the
season, year 2016

Monitorizarea activitatii de reproductie in anul 2017 s-a efectuat pe un
efectiv de 48 bivolite primipare si multipare, efectudndu-se un numar de 70 de
examinarii trans-rectale (tabelul 6.3, fig. 6.3). S-a constatat ca lungimea
ovarului stang a avut valori medii cuprinse intre 10 mm (iarna) si 21,3 mm
(primavara), respectiv latime de 5 mm (iarna) si 15,7 mm (primavara). De
asemenea, lungimea ovarului drept a avut valori medii cuprinse intre 14,7 mm
(iarna) si 18,1 mm (vara) respectiv latime de 10,6 mm (iarna) si 11,67 mm
(primavara).

Dinamica evolutiva a dimensiunilor medii ale ovarelor in anul 2017 este
relativ asemanatoare cu cea din 2016, activitatea ovariana mai intensa
inregistrandu-se in sezonul cald.

Singura deosebire este ca in anul 2017 dimensiunile medii ale ovarului
stang sunt mai mari cu 3,5 mm in lungimea ovarului si respectiv, 2,5 mm in
latimea ovarului comparind determinarile din 2016 pentru acelasi ovar (fig. 6.4).

in urma examinarilor repetate ale bivolitelor aflate in puerperium tarziu
(mai mult de 40 de zile) si la intarcare s-a efectuat monitorizarea prin metode
de semiologie ginecologice marimea ovarelor si diagnosticul fazei ciclului
sexual. Bivolitele care au fost diagnosticate gestante, nu au mai fost examinate
si au fost eliminate din lot.
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Tabelul 6.3
Dimensiuni medii ovare bivolita, in functie de sezon, anul 2017

Table 6.3
Average dimensions of buffalo ovaries, depending on the season, 2017
ANOTIMP
ORGAN DIMENSIUNI IARNA PRIMAVARA VARA | TOAMNA
OVAR LUNGIME / mm 14,5 21,3 20,3 10,0
STANG | LATIME / mm 9,5 15,7 15,1 5,0
OVAR LUNGIME / mm 14,7 17,0 18,1 17,5
DREPT LATIME / mm 10,6 11,7 12,9 12,5
DIMENSIUNI MEDII OVARE BIVOLITA 2017
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Fig.6.3 Reprezentare grafica dimensiuni medii ovare bivolita, in functie de sezon, anul 2017
Fig.6.3 Graphic representation of average dimensions of buffalo ovaries, depending on the
season, year 2017

in conditiile cresterii si exploatarii bivolitelor in ferma Terra di Bufala s-
a constatat ca dinamica volumului (dimensiunilor) ovarian a variat intre 0,5 si
2,5cm.

Dimensiunile cele mai mici ale ovarelor au corespuns cu faza de
inactivitate ovariana, iar in cazurile in care s-au diagnosticat dimensiuni mai
mari ale ovarelor, acestea au corespuns cu faza de activitate ovariana, in
special cu faza de foliculogeneza terminala si viata corpului luteal.

De remarcat este ca ovarele de bivolita, indiferent de momentul de
examinare, au o evolutie rapida in dezvoltare. Astfel, s-a constatat ca doar in
cateva zile (interval de la o examinare la alta) ovarul isi dubleaz& volumul acolo
unde este o activitate ovariana.
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Fig. 6.4. Reprezentare grafica dimensiuni medii ovare bivolita anii 2016 - 2017
Fig. 6.4. Graphic representation of medium size buffalo ovaries 2016 — 2017

in conditiile de crestere, de alimentatie, de exploatare a bivolitelor in
ferma Terra di Bufala si a terapiei neuroreflexe indusd de examinarile
transrectale repetate, dublata de interventii terapeutice hormonale specifice
pentru inducerea estrului s-a observat o crestere a volumului ovarelor in lunile
de primavara, cu o usoara scadere a dimensiunilor acestora in lunile de vara.
In anotimpul rece (toamna - iarna) valorile medii ale volumului ovarelor au fost
mai mici.

6.2.2. Sezonalitatea ciclului sexual la bivolite si desfasurarea
estrului

Importanta duratei de zi lumina in reproducerea sezoniera este bine
documentata. Melatonina actioneaza asupra glandei pineale prin dezinhibarea
secretiei active a hormonului luteinizant (LH) care, impreuna cu hormonul
foliculostimulator (FSH), controleaza secretia de estradiol. Cu toate acestea,
cresterea zi lumind mareste sensibilitatea hipotalamusului, generadnd un
mecanism de feedback care scade eliberarea de LH. Aceasta inseamna ca nu
exista suficient estradiol pentru a stimula ovulatia la mamifere (Sanchez s.a.,
2017).

in comparatie cu bovinele, bubalinele prezinta pubertate intarziata atat
la masculi, cat si la femele, o exprimare slaba a estrului la majoritatea
bivolitelor, un estru postpartum intarziat si perioade intre fatari prelungite.
Bivolitele multipare au, in mod intrinsic, o zestre mai mica de foliculi primordiali
in ovare si evidentiaza doua trei valuri de crestere foliculara in timpul ciclului
estral. Estrul persista timp de 24 - 36 de ore si ovulatia apare la 24 - 48 de ore
dupa debutul estrului (Awasthi 2013, Runceanu s.a., 2016).

Bovinele si bubalinele par a fi similare in anatomia tractului reproductiv
la ambele sexe, dar unele diferente, cum ar fi un cervix mai ingust, dimensiuni
ovariene si testiculare mai mici si glande anexe mai reduse, fac ca specia sa
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fie usor diferita de bovine. (Tonizza de Carvalho s.a., 2014).

Varsta la care estrul este detectat pentru prima data este denumita
pubertate. Bivolitele juninci ating pubertatea la varsta de 24 - 30 luni si la 225 -
275 kg greutate corporala, adica atunci cand animalele ating 55 - 60% din
greutatea corporala a unui adult, dar sunt si exceptii, de exemplu bivolii de
mlastina ating pubertatea la 21 - 24 luni. Ajungerea la pubertate este mai mult
legata de greutatea corporala decat de vérsta. Cu toate acestea, genotipul,
nutritia, managementul, sezonul de fatare, factorii climatici, aparitia bolilor si
prezenta sau absenta unui mascul matur pot influenta varsta la pubertate
(Awasthi, 2013).

Studiind sezonalitatea ciclului sexual la bivolite au fost monitorizate ca
material biologic, un total de 65 de bivolite, pe parcursul anului 2016, cu privire
la calendarul aparitiei estrului, semnele clinice estrale si durata acestuia.
Materialul biologic a fost reprezentat de bivolite din cadrul fermei Terra di Bufala
Detectarea estrului a fost efectuata prin metode clinice, in timp ce bivolitele au
fost stimulate pentru aparitia estrului prin utilizarea bivolului malac.

Modul de aparitie al estrului si manifestarile sale au fost grupate pe
anotimpuri. Rezultatele au aratat ca la 9,23% (6 bivolite) din efectiv nu s-au
identificat semne clinice de calduri.

in ceea ce priveste manifestarea clinica a fazei estrale, caracterizarea
acesteia a fost slab exprimata clinic, edemul vulvar este redus, mucusul vulvar
mai putin abundent si in volum redus in comparatie cu semnele estrale intalnite
la bovine. Comportamentul bivolitelor in estru a fost caracterizat prin apetit
redus, o usoara stare de agitatie si curiozitate.

in functie de anotimp, estrul spontan a fost diagnosticat in proportie de
50,8% (30 bivolite) primavara, 30,5% (18 bivolite) vara, 13,6% (8 bivolite)
toamna si 5,1% (3 bivolite) in timpul iernii (tabelul 6.4 si fig. 6.5). Exprimarea
sezoniera a estrului la bivolite, este caracterizata de rezultatele antagoniste
obtinute Tn luna mai si luna decembrie. S-a constatat ca estrul spontan in luna
mai a fost diagnosticat la 28,8% (17 bivolite) bivolite si in decembrie nicio
femela nu a fost diagnosticata in estru. Valorile scazute au fost observate in
lunile ianuarie, noiembrie si iunie (1,69%) (tabelul 6.4).

Cercetarile referitoare la aparitia fazei estrale in sezonul rece
(noiembrie - martie), arata ca anestru se instaleaza in aproximativ 90% din
cazuri consecutive conditiilor climatice si de furajare. In studiul de fata doar
11.9% dintre bivolite au prezentat semne de calduri in perioada noiembrie —
matrtie.
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Tabelul 6.4
Sezonalitatea estrului spontan la bivolite

Table 6.4
The seasonality of spontaneous estrus in buffaloes
ESTRU SPONTAN BIVOLITE
X NUMAR % %
MO LIYA BIVOLITE LUNA SEZON
decembrie 0 0.00
IARNA ianuarie 1 1.69 5.08
februarie 2 3.39
martie 3 5.08
PRIMAVARA aprilie 10 16.95 50.85
mai 17 28.81
iunie 1 1.69
VARA iulie 6 10.17 30.51
august 11 18.64
septembrie 3 5.08
TOAMNA octombrie 4 6.78 13.56
noiembrie 1 1.69

ESTRU SPONTAN BIVOLITE 2016

-

30% 51%

M IARNA PRIMAVARA VARA mTOAMNA

Fig. 6.5. Reprezentare grafica a estrului sezonier spontan la bivolite, in anul 2016
Fig. 6.5 Graphic representation of spontaneous estrus in buffaloes, in 2016

Peste 80% dintre bivolitele luate in studiu au prezentat estru spontan
depistat clinic in lunile de primavara si vara. In conditile de crestere si
exploatare a bivolitelor de la ferma Terra di Bufala se contureaza un sezon de
activitate sexuala n lunile aprilie — august, perioada care corespunde lunilor
calde din an, in care masa furajera este mai abundenta.

Din cercetarile efectuate de |. Boitor (1981) rezulta faptul ca la bivolitele
crescute n zonele de deal si de ses se constata un sezon de activitate sexuala
in perioada de primavara (luna aprilie) si un alt sezon in perioada de toamna
(luna septembrie), respectiv pentru bivolitele crescute in zona de munte,
sezonul sexual se manifesta in lunile iunie si iulie.

Ciclul estral la bivoli este reglat de axa hipotalamo-hipofizo-gonadala
constand din hipotalamus, hipofiza si ovar. Hipotalamusul produce GnRH ca
raspuns la semnalele neuro-endocrine si steroizi circulanti. GnRH are o actiune
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trofica asupra hipofizei care stimuleaza productia de gonadotropine; FSH si LH.
Acesti hormoni stimuleaza dezvoltarea foliculilor ovarieni si ovulatia. In plus,
dupa ovulatie, foliculul se transforma pentru a forma corpul luteal (CL) sub
influenta LH. CL este responsabil de productia de progesteron la animalele
ciclice si cele gestante. Principalii hormoni produsi de ovar sunt estrogenul si
progesteronul, in plus fata de alti hormoni locali.

Multi autori (Taneja, 1996, Baruselli, 1997, Manik, 2002, Awasthi, 2013)
au aratat ca bivolitele au avut doua si trei valuri foliculare in timpul unui ciclu
estral. In fiecare val de crestere foliculard, un folicul dominant se dezvolta si
supriméa dezvoltarea celorlalti foliculi. Foliculul dominant creste si atinge
diametrul maxim n mijlocul fazei estrale.

Semnul cel mai clar definit al acestui model ritmic este estrusul, o
perioada de receptivitate sexuald, care revine la fiecare 21 de zile (cu un
interval cuprins intre 19 - 23 zile). In general, ciclul estral poate fi impartit in
patru faze: proestru (3 zile), estru (24 ore), metestru (3 - 4 zile) si diestru (12 -
15 zile). La nivelul bivolilor de rau, estrul dureaza in medie 24 ore (10 - 48 ore),
comparativ cu o perioada mai scurta de timp la bivolii de balta (19,9 * 4 ore).
Femela acceptd masculul pentru imperechere in aceastd perioada. In timpul
estrului, un ovul se matureaza in foliculul ovarian sub influenta LH si ovuleaza
aproximativ la 11 ore dupa disparitia semnelor clinice de estru la bivolii de rau
si la 13,9 ore la bivolii de mlastina.

Semnele de estru la bubaline sunt mai putin vizibile decét la bovine
(Singht si Adams, 2000), comportamentul de salt pe alte femele intre femele
este rareori vazut. Principalele semne comportamentale sunt nelinistea, muget
frecvent, ridicarea cozii, tumefierea vulvei, scaderea consumului de hrana si
mictiuni frecvente.

In timpul verii, estrul apare clinic numai in timpul noptii sau in primele
ore ale diminetii. Estru sters este obisnuit in timpul lunilor de vara. Semnele de
estrus sunt insotite de edematierea vulvei, inrosirea mucoasei vestibulare si a
modificarilor genitale interne, cum ar fi tonusul uterin si contractilitatea
coarnelor uterine. Datorita edemului vulvar, ridurile longitudinale care sunt
prezente pe labiile vulvare dispar la femela in estru. Secretia mucusului din
colul uterin Tn timpul estrului este mai putin abundenta decét la bovine si, de
obicei, nu are aspect filant, desi o parte din bivolite pot prezenta mucus, dar
poate fi eliminat prin examinarea trans-rectala a organelor genitale.

6.2.3. Indicii de reproductie utilizati la bivolite

Perioada de serviciu sau “service — period” (SP) - pentru bivolitele
multipare, acest indice de reproductie reprezinta intervalul in zile de la parturitie
si pana la data primei monte fecunde, respectiv instalarea gestatiei, iar pentru
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primipare, intervalul in luni de la fatare pana la monta fecunda. Aceasta poate
varia intre 80 — 295 zile, cu valori medii cuprinse intre 100 — 140 zile.

in conditiile tarii noastre service periodul calculat pentru bivolite este in
medie de 129,75+1,76 zile (Livia Vidu si Bota, 2014).

Intervalul mediu dintre parturitii “Calving Interval”(Cl) - acest indice de
reproductie se poate calcula numai la bivolitele care au fatat de cel putin doua
ori si se exprima in cifre absolute. Calving Interval variaza intre 350 — 800 zile,
cu o medie de 553 de zile la bivolul de balta si o variatie intre 334 — 580 zile,
cu o medie de 465 de zile la bivolul riveran. V. Creta (1986) a stabilit media ClI
de 421 zile, iar L. Elisei (1996) de 451,78 zile. O bivolita poate produce un vitel
pe an numai in anumite conditii.

La ferma de bivolite de la Razboieni s-au calculat pentru perioada 2016
— 2017 SP si CI (tabelul 6.5). Intervalul mediu dintre fatare si prima monta
fecunda a fost de 140 de zile, cu variatii cuprinse intre 70 si 350 de zile.
Intervalul mediu dintre fatari a fost de 547 zile, cu variatii intre 380 si 980 de
zile.

Tabelul 6.5
Principalii indici de reproductie la bivolite, in conditii naturale de crestere in anii 2016 — 2017 in
ferma de la Razboieni, judet lasi
Table 6.5
The main reproduction indicators for buffalo cows, in natural growth conditions in the years
2016 - 2017 in the farm from Razboieni, lasi county

Date si indici de reproductie Medie Vz;rligtlitie(-) V. aLrlig]tliEe( +)
Varsta bivolitelor la pubertate (luni) 13 12 16
Varsta la maturitatea sexuala, -
recomandata pentru reproductie (luni) 20 18 30
Varsta la prima parturitie (luni) 36 32 65
Primul estru dupa fatare (zile) 95 45 330
Durata gestatiei (zile) 315 310 330
Calving interval (zile) 547 380 980
Service Preiod (zile) 140 70 350

Indicii de reproductie la bivolitele din ferma de la Razboieni sunt foarte
apropiati de cei din literatura de speialitate. In mod normal, intr-o ferma nou
infiintata si cu personal fara prea mare experienta, principalii indici de
reproductie sunt inferiori. Avantajul fermierului si explicatia rezultatelor este
legata si de activitatea de cercetare derulata in acea perioada, in special pentru
morfometria uterina si diagnosticul si terapia patologiei genitale.

Aceiasi indici au fost calculati si pentru ferma de bivolite de la Sercaia
(tabelul 6.6). Intervalul mediu dintre fatare si prima monta fecunda a fost de
140,2 de zile, cu variatii cuprinse intre 80 si 389 zile. Intervalul mediu dintre
fatari a fost de 443,2 zile, cu variatii intre 318 si 734 zile.
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Tabelul 6.6

Evolutia SP si a Cl la bivolitele de la SCDCB Sercaia, in anii 2018 — 2019

Table 6.6
SP and CI for buffalo cows from SCDCB Sercaia, in the years 2018 — 2019
.. . . Limite Limite
Indici de reproductie Medie Variatii () Variatii (+)
Calving interval (zile) 443,2 318 734
Service Preiod (zile) 140,2 80 389

6.3. Concluzii partiale

1. Activitatea ovariena maiintensa se inregistreaza in sezonul cald. Exista
diferentele de dimensiuni intre ovarul drept gi stang si sunt influientate de
nutritie si sezon. Media aritmetica a dimensiunilor ovarelor la bivolita: ovar drept
17,8 mm lungime, iar ovarul stdng 15 mm lungime (anul 2016).

2. Pubertatea la bivolite apare in medie la 13 luni, cu limite cuprinse intre
12 si 16 luni. Varsta la prima parturitie este in medie de 36 luni, cu limite
cuprinse intre 32 si 65 luni.

3. Primul estru dupa fatare apare Tn medie dupa 95 de zile, cu limite
cuprinse intre 54 si 330 luni. Durata gestatiei este in medie de 310 zile, cu limite
cuprinse intre 300 si 330 zile.

4. . Calving intervalul a fost de 547 zile, cu limite cuprinse intre 380 si 980
zile pentru ferma de la Razboieni si 443,2 zile, cu limite cuprinse intre 318 si
870 zile pentru ferma de la Sercaia. Servce Preiodul a fost de 140 zile, cu limite
cuprinse intre 70 si 350 zile pentru ferma de la Razboieni si 140,2 zile, cu limite
cuprinse intre 80 si 389 zile pentru ferma de la Sercaia.

5. In sezonul de iarnd (noiembrie - martie) anestru s-a instalat la
aproximativ 88% din efectivul de bivolite. Estrusul spontan in luna mai a fost
diagnosticat la 28,8% bivolite, iar in decembrie nicio femela nu a fost depistata
in estru. Valorile scazute au fost observate in lunile ianuarie, noiembrie si
august.

6. Din punct de vedere al manifestarii clinice a fazei estrale, caracterizarea
estrului la bivolite a fost slab exprimata clinic, edemul vulvar redus, mucus putin
abundent si redus ca volum. Comportamental, bivolita in estru a avut apetit mai
redus, a fost usor agitata si curioasa. Pe sezoane, estru spontan a fost
diagnosticat la 50,8% primavara, 30,5% vara, 13,6% toamna si 5,1% iarna.
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7. CERCETARI PRIVIND DIAGNOSTICUL INCIDENTA SI
TERAPIA AFECTIUNILOR GINECOLOGICE LA BIVOLITE

7. RESEARCH ON THE DIAGNOSIS INCIDENCE AND
TREATMENT OF THE BUFFALOE’S GYNECOLOGICAL
DISEASES

Afectiunile genitale, in marea lor majoritate, au un impact negativ
asupra reproductiei, ceea ce contravine obiectivelor cresterii animaleror de
rentd. Aceste afectiuni pot fi tinute sub control prin conditile de crestere,
alimentatie, examinare individuala, diagnostic si tratament.

7.1. Material si metoda

Studiul acestui capitol s-a bazat pe diagnosticul afectiunilor
ginecologice in doua ferme de bubaline, Ferma | situata in judetul lasi,
localitatea Razboieni si Ferma Il, Statiunea de Cercetare Dezvoltare pentru
Cresterea Bubalinelor din judetul Brasov, localitatea Sercaia.

Multitudinea de elemente ce pot determina fenomenul de anafrodizie si
patologiile care il preced cuprind factori de ordin ereditar, bacterian, micotic,
metabolic si nu in cele din urma hormonal.

La ferma I, In perioada studiata (anii 2016 — 2017) au fost inregistrate
la bivolite un numar de 100 fatari (tabelul 7.1), cele mai multe realizadndu-se in
anul 2017, 66 % (66 fatari).

Fatarile au fost distribuite pe toata perioada anului, dar in anul 2017
cele mai multe au fost grupate n intervalul de timp martie — mai, respectiv 31
fatari reprezentand un procent de 47 % (fig. 7.1).

Pe parcursul celor doi ani s-au produs 24 de fatari distocice (45,8 % in
2016 si 54,2 % in 2017), distociile fiind din diverse cauze: distocii in prezentare
anterioara (75 %), cu retinere membre anterioare si distocii cu retinerea
capului, distocii in prezentare posterioara 16,7 %, si distocii datorate
monstruozitatilor 8,3 %.

in anii de studiu, 2016 — 2017 la Ferma | si respectiv 2017 — 2018 la
Ferma Il au fost diagnosticate 73 cazuri de afectiuni ale aparatului genital
(Ferma 1) - chisti foliculari, chisti luteinici, hipotrofii ovariene, prolaps uterin,
retentii placentare si 88 cazuri de afectiuni ginecologice la Ferma Il (corp luteal
persistent, hipotrofii ovariene, endometrite, prolaps uterin, retentii placentare)
(tabelul 7.2 si tabelul 7.3, fig. 7.2 si fig. 7.3).
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Tabelul 7.1
Parturitii inregistrate la bivolite, la Ferma |, n anii 2016 — 2017

Table 7.1
Calvations registered at buffalo cows, at Farm I, in the years 2016 — 2017
2016 2017
LUNILE ANULUI
Numar % Numar %
IANUARIE 5 14.71 6 9.09
FEBRUARIE 1 2.94 3 4.55
MARTIE 4 11.76 8 12.12
APRILIE 2 5.88 15 22.73
MAI 1 2.94 8 12.12
IUNIE 2 5.88 4 6.06
IULIE 3 8.82 4 6.06
AUGUST 2 5.88 1 1.52
SEPTEMBRIE 1 2.94 2 3.03
OCTOMBRIE 1 2.94 4 6.06
NOIEMBRIE 7 20.59 8 12.12
DECEMBRIE 5 14.71 3 4.55
TOTAL 34 100.00 66 100.00
TOTAL GENERAL 100
DINAMICA FATARILOR ANII 2016_2017
Fig. 7.1. Dinamica parturitiilor la Ferma |, perioada 2016 — 2017
Fig. 7.1. The dynamics of calving at Farm I, period2016 - 2017
Tabelul 7.2
Afectiunile ginecologice diagnosticate la bivolite in Ferma | in anii 2016 si 2017
Table 7.2
Gynecological diseases in buffalo cows in Farm | in 2016 and 2017
IANUARIE | FEBRUARE MARTE APRILIE MAI UNE ULE AUGUST | SEPTEMBRE | OCTOMBRIE | NOEMBRE | DECEMBRE MR, NR.
AFECTIUNI TOTAL [TOTAL 1
ELATATE 2016 | 2017 | 2016 | 207 | 2016 | 2017 | 2016 | 2017 | 2016 | 2017 | 2016 | 207 | 2016 | 2017 | 2016 | 2017 | 2016 | 2017 | 2016 | 2017 2016 | 2017 [ 2016 | 2017 | 916 | 247 [TOTAL
[AF. OV. - CHISTI FOLICULARI 1 2 2 3 2 5
[AF. OV. - CHISTI LUTEINICI 1 1 1 1 1 3 2 5
HIPOTROFIl OVARIENE 2 1 1 1 2 1 22 1 1 9 5| 14
PROLAPS UTERIN 1 1 1 1 1 2 3 5
bisToc 2011 1]2]2]|1]3 1 1 K a2 [nfn]a
RETENTII PLACENTARE. 1 1 1 1|2 1 3 2 11 2 112 1 7 12| 19
[ TORSIUNE UTERINA 1 1 0 1
NR. TOTAL AFECTIUNI 2016 | 6 3 5 6 0 2 1 1 0 0 6 6 36
NR. TOTAL AFECTIUNI 2017 3 3 4 8 4 2 1 1 0 2 ] 3 3 B
NR. TOTAL AFECTIUNI 9 6 9 14 4 4 2 2 0 2 12 9 3
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DINAMICA AFECTIUNILOR GENITALE LA BVOLITE
2018_2017

m AR OV~ CHSTIFOUCLILARY

. AF OV - CHGTILUTENIC
HECQTROF I OV ARCNE

* EROLAPL UTERN

» ORETOCH

RETENTE PLACENTARS

® TORGANE UTE RNA

Fig. 7.2 Dinamica afectiunilor ginecologice la bivolite in Ferma | in anii 2016 si 2017
Fig. 7.2 Dynamics of gynecological diseases in buffalo cows in Farm | in 2016 and 2017

Tabelul 7.3
Afectiuni ginecologice la bivolite in Ferma Il in anii 2017 si 2018
Table 7.3
Gynecological diseases in buffaloes in Farm 1l in 2017 and 2018
WANUARE | FEBRUARE | MARTE | APRLE WAl IUNE ULE AUGUST | SEPTEMBRE | OCTOMBRE | NOEMBRE | DECEWBRE | o | ym
AFECTIUNI roraL froma | MR
GENITALE 2017 | 2018 | 2047 | 2018 | 2017 | 2018 | 2017 | 2018 2017 | 2018 2017 | 2018 | 2017 [ 2018 ( 2017 | 2018 2017 | 2018 | 207 | 2018 2017 | 2018 2047 | 2018 [ 7| oo (TOTAL
CORP LUTEAL PERSISTENT| 2 | 1 517 42110l
HIPOTROFII OVARIENE 41213 404 6 [ 11|17
ENDOMETRITE 1124416 2 1 T (14 A
PROLAPS UTERIN 1 112 1 2 3 5
DIsTOCH 1 111 2 1 3
RETENTI PLACENTARE 1 2141416 2 1 T (13|20
TORSIUNE UTERINA 1 1 0 1
NR. TOTAL AFECTIUNI 2017| 2 2 9 5 9 0 1 0 0 0 4 4 36
NR. TOTAL AFECTIUNI 2018 5 3 8 9 12 0 2 5 2 0 4 2 5 ®
NR. TOTAL AFECTIUNI 7 5 17 14 Fil 0 3 5 2 0 8 6 88

DINAMICAAFECTIUNILORGENITALE LA BIVOLITE
2017_2018

= CORP LUTEAL PERSISTENT

= HIPOTROFII OVARIENE

ENDOMETRITE

= PROLAPS UTERIN

= DISTOCII

RETENTII PLACENTARE

= TORSIUNE UTERINA

Fig. 7.3 Dinamica afectiunilor ginecologice la bivolite in Ferma Il in anii 2017 si 2018
Fig. 7.3 Dynamics of gynecological diseases in buffaloes in Farm Il in 2017 and 2018
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7.2. Rezultate si discutii

7.2.1. Diagnosticul incidenta si tratamentul tulburarilor trofice
ovariene

Absenta estrului la bivolitd este cel mai des cauzata de hipotrofiile
ovariene.

Hipotrofia ovariana a fost observata la bivolite destul de frecvent, mai
ales in sezonul rece, din noiembrie pana in martie (Ferma | 19,18% si Ferma
I 19,32% cazuri in cei doi ani luati in studiu), fiind cauza cea mai frecventa a
absentei estrului la bubaline, in perioada de iarna, dependent de caracterul
sezonier al reproductiei la bubaline. Trebuie specificat faptul ca in ambele
ferme s-a practicat monta libera (intretinerea bivolitelor la pasune in sezonul
cald).

Pentru stabilirea diagnosticului de hipotrofie ovaria a fost Tntocmit un
protocol de lucru dupa cum urmeaza:

0 Consultarea evidentelor zootehnice;

Efectuarea anchetei ginecologice (anamneza);
Examinatrea ginecologia transrectala a ovarelor;
Reexaminarea acestora la un anumit interval de timp;
Examinarea ecografica a ovarelor.

in urma consultatiilor evidentelor zootehnice a fost stabilitd varsta
vacilor, numarul de parturitii, productia de lapte, alte afectiuni ginecologice
avute, ce tratamente au fost efectuate, data aparitiei estrului dupa terapie si
monta / 1A fecunda (fig.7.3).

Anamneza, ca parte a anchetei ginecologice, a stabilit date referitoare
la manifestarea ciclicitatii sexuale a bivolitelor luate in studiu. Astfel, a fost
stabilitd data ultimului estru, daca a fost efectuatd monta, daca ciclu sexual
este regulat sau nu, cum au fost semnele estrale ca exprimare clinica.

Prin examinare ginecologica transrectald au fost examinate ovarele
carora li s-au stabilit cateva repere ca: marimea (lungimea si latimea in cm),
aspectul (aplatizat, globulos), consistenta (elastica, ferma) si reperarea
formatiunilor dezvoltate pe ovare (foliculi si corpi luteali).

La palpatia transrectala a ovarelor cu hipotrofie de gradul I, s-au
constatat ovare mici, dense, lipsite de formatiuni de suprafata, foliculi, corpi
luteali, iar caile genitale sunt hipotrofice. Ecografic s-a observat o formatiune
hiperecogena, bine circumscrisa, ovoidala, cu dimensiuni cuprinse intre 0,8 si
1,8 cm, uneori cu prezenta unei pete mici, anecogene, care reprezinta un folicul
atrezic (fig. 7.5). Uterul a fost micsorat in volum, flasc, sau cu un tonus abia
perceptibil, iar cervixul a fost mic, dens, usor hiperecogen.

U
U
U
U
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Simptomatologia

Ancheta Examen ginecologic Examen ecografic
ginecologica intem ovarian
- Manifestarea viefii

sexuale
-Incadrarea in indicii
ginecologici /
-Semne
Mérimea, >
ST Gonsistoria

Fig.7.4 Protocol de diagnosticare al hipotrofiilor ovariene la bivolita
Fig.7.4 Diagnostic protocol for ovarian hypotrophy in cow buffalo

Plexse wit. g : i 7= Plewse wit,
1

Fig. 7.5 Hipotrofie ovariana de gradul | Fig. 7.6 Hipotrofie ovariana de gradul Il
Fig. 7.5 Grade | ovarian hypotrophy Fig. 7.6 Grade Il ovarian hypotrophy

Pentru precizarea diagnosticului pe cale transrectala, au fost necesare
mai multe examene, care au permis diferentierea fata de hipoplazia ovariana
congenitala.

Din totalul afectiunilor ginecologice intalnite la bivolite pe parcursul celor
doi ani luati in studiu, s-a scos in evidenta faptul ca, hipotrofille ovariene au
reprezentat 19,17%, procent pentru Ferma | si 19,32% la Ferma Il (fig. 7.2 si
fig. 7.3).

La Ferma I, in anul 2016 au fost diagnosticate 9 cazuri de hipotrofii
ovariene reprezentand 25% din totalul afectiunilor intalnite la bivolite, iar in anul
2017 au fost 5 cazuri (13%) din totalul de 37 de afectiuni ginecologice
diagnosticate.

La Ferma Il, Tn anul 2017 hipotrofile ovariene au reprezentat 16,67%
(6 cazuri) din totalul afectiunilor genitale diagnosticate la bivolitele luate in
studiu, anul 2018 a adus o crestere a numarului de afectiuni ale ovarelor
reprezentate de hipotrofii la 11 cazuri (21,15%).
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Perioada in care s-au diagnosticat hipotrofiile ovariene la bivolitele din
cele doua ferme a fost anotimpul rece, respectiv lunile noiembrie — aprilie
pentru Ferma | si lunile noiembrie — februarie la Ferma Il.

Tomai G, (2015) sustine ca absenta estrului la bivolitele crescute in
sistem traditional din zona Lapus, Maramures a fost determinata in proportie
de 87,26 % de hipotrofii ovariene.

Tratamentul hipotrofiei de gradul | (practicat in Ferma |, 6 cazuri in cei
doi ani studiati), a vizat imbunatatirea ratiei, terapia neuro-reflexa si tratament
specific hormonal (fig. 7.7). Ratia administrata pe parcursul tratamentului a
continut furaje usor digestibile administrate la discretie cu suplimente de
vitamine si minerale. Luand in cosiderare ca hipotrofia ovariana de gradul | se
caracterizeaza printr-un deficit de hormoni gonadotropi hipofizari, in special de
FSH, prin suplimentarea si imbunatatirea ratiei furajere, adenohipofiza va
putea secreta titru normal de hormoni gonadotropi, dat fiind faptul ca acestia
sunt hormoni glicoprotidici.

‘ TRATAMENT HIPOTROFII DE GRAD | ‘

Igieno-dietetic > | Imbunatatirea furajérii si a intrefinerii |
— -

o ———__ | Masaj trans-rectal al aparatului genital
[¢ Neuroreflex D —
= ——— | Troficizarea ovarelor

> T ., | Administrarea de gonadotropine serice (PMSG), i.m.,
(. Medicamentos > | 4074 1000 U.L. (Folligon)

Fig. 7.7 Schema terapeutica aplicata pentru tratamentul hipotrofiei de gradul |
Fig. 7.7 Therapeutic scheme applied for the treatment of grade | hypotrophy

Terapia neuro- reflexa a constat in efectuarea repetata la 2 - 3 zile a
masajului uterin si ovarian, ceea ce duce la o congestie locala, vizand o
circulatie mai buna a sangelui si o imbunatatire a metabolismului local. Aceste
efecte fiziologice duc la 0 mai buna functionare a tractusului genital si a functiei
ovariene.

Tratamentul specific a constat inh administrarea gonadotropinelor serice
dupa 10 zile de la diagnosticare. Gonadotropina serica are efect principal de
FSH, iar preparatul hormonal utilizat in ferma a fost Folligonul. Administrarea a
fost efectuata in doza de 1000 Ul, i.m. la 10 zile de la diagnosticare.

Dupa tratamentul hipotrofie ovariana de gradul |, toate bivolitele au avut
estru la 3 zile de la administrarea PMSG-ului. Consideram tratamentul aplicat
de succes si il recomandam in terapia acestor afectiuni.
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Tn afara de acest studiu descris, hipotrofia ovariana de grad | a mai fost
diagnosticata si in alte perioade de timp la aceiasi ferma (studii preliminare).
Tratamentul cu PMSG a fost initiat imediat dupa diagnosticarea
ultrasonografica a afectiunii, cand au fost vizibili foliculi cu diametrul de 3 - 8
mm (cavitari si dominanti). Dupa administrarea injectabila a PMSG-ului estrul
a fost observat doar la 80% din cazuri, foliculii observati ecografic fiind posibil
in atrezie si tratamentul nu a generat o noua evolutie foliculara de calitate. La
bivolite recomandam tratamente hormonale dupa o perioada de echilibrare
nutritionald dublata de terapie neuroreflexa.

Tratamentul in hipotrofia de gradul Il, urmareste troficizarea ovarelor si
o inducere fortatd a unei cresteri foliculare pana la stadiul de folicul matur si
ovulatie. Tratamentul medicamentos a fost bazat pe o combinatie dintre
progesteron, prostaglandina, gonadotropina serica si corionica (tabelul 7.4).

Tabelul 7.4
Protocolul terapiei hipotrofiei ovariene de gradul Il, in Ferma Il
Table 7.4
Grade Il ovarian hypotrophy therapy protocol in Farm ||
Nr. Formula Substanta Caleade Ritm de
Crt. [ medicamentoasa activa administrare / doza administrare
1 |PRIDE DELTA Progesteron 1,55 g Intravaginal 9 zile
2 |ESTRUMATE PGF2a im./2 ML Ziuaa 10-a
3 [FOLLIGON PMSG, . i.m. /1000 Ul Zivaall-a
Gonadotropina serica
CHORULON HCG Gonadotropina i.m. / 5000 UI _ Laestu
corionica (ziuaal1l2-a-a13-a)
TERAPIE NEUROREFLEXA O data la 2-3 zile
¢ |CORECTAREANUTRITIEI $I SUPLIVENTE VITAMINO- tcut 10 Z"‘f ".“:’“”;e del
MINERALE (BRICHETE) ra amaecnesilj'i; impu

Din totalul bivolitelor cu hipotrofie de gradul I, diagnosticate in Ferma Il
timp de doi ani (8 cazuri, 47,06%) si tratate prin protocolul descris in tabelul
8.1, cinci dintre acestea au manifestat estru imediat, in 3 — 5 zile dupa
tratament, iar restul au intrat Tn calduri dupa 18 zile de la tratament.

Consideram ca tratamentul hipotrofiei ovariene de gradul Il a fost
eficient la 62,2% din cazurile tratate care au manifestat estru imediat dupa
tratament, iar la 37,8% din cazuri estru a aparut mai tarziu, dupa 18 de zile.
Dezavantajul a fost dat de timpul scurs pana la refacerea bivolitelor si de costul
aferent terapiei.

In cazul hipotrofiei de gradul Ill, ovarele sunt aciclice si areactive cu
manifestare clinica de anafrodizie. Tinand cont de sezonalitatea bivolilor si ca
ovarele au dimensiuni reduse, dar cu reactivitate mare, hipotrofiile de gradul |
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si Il pot fi tratate prin terapie hormonala specifica asociatd cu o alimentatie
echilibrata si terapie neuroreflexa.

Hipotrofia de gradul Ill a fost consideratd atrofie s-au hipoplazie
ovariana si nu a fost supusa tratamentului deoarece raspunsul ovarian este
slab sau inexistent.

7.2.2. Diagnosticul incidenta si tratamentul tulburarilor

functionale ovariene

Tulburéarile functionale ale ovarelor pot sa apara fie ca urmare a
deficitului sau excesului de hormoni ovarieni, fie ca raspuns al tulburarilor
localizate la alte aparate si sisteme, dar cu reflex asupra ovarelor. Cele mai
importante modificari endocrine apar datorita multiplelor relatii care exista pe
de o parte, intre cele doua formatiuni functionale endocrine ale ovarului -
foliculul si corpul luteal si pe de alta parte, adenohipofiza gi uterul (Groza si
Bogdan 2009, Drugociu, 2005).

Diagnosticul si incidenta corpului luteal persistent

Corpul luteal persistent (CLP) este o glanda cu secretie interna, care
are o structura endocrina (secreta progesteron). Marimea depistata pe ovar a
avut un diametru de 0,5 - 1,0 cm, iar intre masa ovarului si formatiunie a fost
sesizat un sant de demarcatie.

Diagnosticul de corp luteal persistent a fost stabilit in Ferma ll la 23,86%
din totalul afectiunilor ginecologice (21 bivolite) in perioada 2017 - 2018, in
sezonul rece (lunile decembrie — martie). O cauza a aparitiei corpului luteal
persistent in aceasta perioada a anului ar putea fi considerata alimentatia
necorespunzatoare atat din punct de vedere cantitativ cat si calitativ.

Corpul luteal a fost considerat persistent daca nu a regresat in timp de
25 de zile pastrandu-si marimea, forma si consistenta, si nu au fost decelate
semene de gestatie. La examenului ginecologic s-au observat mai multe indicii
care au dus la stabilirea diagnosticului:

v' mucoasa vaginala a avut culoare roz — pal, cu prezenta unui mucus
vascos, in cantitate redus3;

v uterul a fost identificat la trecerea dintre cavitatea pelvina si cea
abdominala si cu reactii slabe la masajul transrectal;

v ovarul a fost normal ca marime (1 — 2 cm), consistenta normala, la
suprafata a fost identificatd o formatiune ce deforma conturul ovarului
cu 0,5 -1 cm, cu o consistenta buretoas3, iar la baza un sant disjunctor
(fig. 7.8).

Ecografic, corpul luteal persistent a aparut ca o formatiune bine delimitata
in masa ovarului cu structura organizata si normoecogena, (fig.7.9).
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| DIAGNOSTICUL CORPULUI LUTEAL PERSISTENT

‘ Simptomatologia l

Ancheta Examen ginecologic
ginecologica intern

Examen ecografic
ovarian

ANAFRODIZIE / Structura

organizats, bine

‘ Ovare ‘ | Uter | delimitats si

normoecogend

= .
partrum ciclu

estral semne de gestatie

Normal — fara ‘

de peste 2 cm

‘ Normale ca marime
mai mult de 28 zile

CL activ
si consistenta ‘

Fig.7.8 Protocol de diagnosticare al CLP la bivolita
Fig.7.8 Diagnostic protocol of CLP to buffalo

T m

A. Ovar de bivolita cu structura luteala ioecogné, B. Ovar de bivolita cu corp luteal persistent

8 MHz cavitar (asemanator chistului CL), 7,5 MHz
A. Buffalo ovary with isoechoic luteal structure, 8 B. Buffalo ovary with persistent cavity luteal body
MHz (similar to CL cyst), 7.5 MHz

Fig.7.9 Corp luteal persistent la bivolita (compact si cavitar)
Fig.7.9 Persistent luteal body in buffalo cow

Astfel, daca dupa prima reexaminare, consistenta si marimea corpului
luteal s-au redus a fost stabilit diagnosticul de corp luteal ciclic (CLC) acesta
intrand in faza de involutie. Daca si dupa a doua reexaminare, marimea,
consistenta si santul de demarcare nu au suferit modificari vizibile (nici
ecografic) si nu au fost decelate semene de gestatie si nici nu a fost montata
bivolita anterior, a fost stabilit diagnosticul de corp luteal persistent.

Intr-un studiu efectuat pe bivolite in zona de nord-vest a Romaniei,
crescute in gospodariile populatiei, referitor la cauzele infertilitatii in sezonul
cald, s-a constatat ca 12,2 % dintre bivolitele examinate ultrasonografic
prezentau corp luteal persistent (Tomai G., 2015). Acelasi autor a stabilit
diagnosticul de corp luteal persistent la doar 1,7 % dintre bivolitele examinate
in sezonul rece pentru anestru.
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Diagnosticul si incidenta chistilor ovarieni

Ovariopatia chistica este foarte rara la bivolita, considerata o consecinta
a unei dereglari polifactoriale.

Chigtii ovarieni sunt reprezentati prin cavitati inchise, localizate Tn
parenchimul ovarian sau pe suprafata acestuia. Acestia au fost diagnosticati la
Ferma |, 13,7% din totalul afectiunilor ginecologice diagnosticate (10 cazuri de
chisti ovarieni). Cazurile de chisti foliculari au fost diagnosticate in lunile aprilie
—iunie, reprezentand 50% si chistii luteinici tot 50%, din totalul cazurile de chisti
ovarieni, stabilit pe toata perioada anilor studiati (2016 — 2017).

Diagnosticul a fost stabilit prin examinarea repetata a ovarelor, la un
interval de 10 -12 zile, cand pe ovar a fost palpata o formatiune care deforma
conturul ovarului, plina cu lichid si incapsulata. Ovarele diagnosticate cu chisti
au fost marite in volum, cu o consistenta fluctuenta, separate de o capsula mai
subtire sau mai groasa in functie de tipul chistului.

Chistii ovarieni se dezvolta doar pe formatiuni fiziologice: foliculi si corpi
luteali. Diagnosticul diferential intre aceste categorii de chisti foliculari, luteinici
si luteali s-a facut tindnd-se seama de mai multe criterii, acestea fiind de ordin
comportamental, clinic, paraclinic.

Din punct de vedere clinic, examenul transrectal al ovarelor a
reprezentat un factor esential Tn stabilirea diagnosticului de chisti ovarieni, dar
dificil de interpretat numai pe aceasta cale, diagnosticul diferential a fost
necesar sa se faca intre chistul folicular si cel luteinic.

Astfel, s-a tinut seama ca la chistul folicular capsula este mai subtire,
cu grosime uniforma pe toata suprafata sa.

Din punct de vedere clinic - comportamental, bivolitele cu chist folicular
au manifestat estru frecvent, la intervale din ce in ce mai scurte (9 — 16 zile).

Aceste aspecte au fost prezente doar pentru o perioada de timp,
perioada activa a chistului folicular. Dupa un interval de timp chistul folicular a
devenit inactiv, din cauza compresiunii pe teaca interna s-a produs degradarea
tecilor, luteinizarea lor, scaderea volumului prin plisarea peretelui chistic
moment din care bivolita a devenit anestrica si s-a instalat sindromul de
anafrodizie. Astfel a luat nastere chistul luteinic, din cel folicular.

Chistii ovarieni luteinici s-au format pe suportul unor foliculi maturi care
au suferit luteinizarea tecii interne si a granuloasei inainte de ovulatie.

Din punct de vedere morfologic, chistul ovarian luteinic este marginit de
o capsula fibroasa ce contine un lichid de consistenta mai crescuta. Marimea
acestei formatiuni variaza de la 2 cm panala 4 - 5 cm (fig.7.10).

Diagnosticul ecografic diferential intre chistul folicular tecal si cel luteinic
a fost facil; chistul folicular luteinic avand un perete mult mai gros, decéat chistul
folicular tecal, foarte clar vizibil pe ecografie (fig. 7.10).
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A. Ovar de 2,5/3,7 cm cu perete B. Ovar de bivolita chistizat, cu
chistic ingrosat, sonda 8MHz dimensiune de 2,5/3,3 cm cu continut
hiperecogen septat, sonda 7,5MHz
Fig. 7.10 Chisti luteinici la bivolita
Fig. 7.10 Luteinic cysts in buffalo

Corpii luteali chistici apar pe suportul unor corpi luteali care sufera
procese de blocare a involutiei lor si a unui proces de degenerare in masa
corpului luteal.

Tratamentul aplicat bivolitelor diagnosticate cu corp luteal persistent (21
cazuri), Tn Ferma Il Tn anii 2017 - 2018, a fost bazat pe preparatul Estrumate
(substanta activa cloprostenol 250 pg/ml) in doza de 2 ml, administrat
intramuscular. In 20% din cazuri estru a aparut pana la 3 zile de la
administraerea prostaglandinei, iar la 30% din cazuri estru a aparut dupa 15
zile de la prima administrare (fig. 7.11).

La bivolitele care au intrat in calduri tardiv dupa tratament (15 zile),
practic le-a fost administrata o a doua doza de prostaglendina la 11 zile fata de
precedenta, iar faza estrala a aparut la 3 zile de la rapel.

TRATAMENT CORP LUTEAL PERSISTENT

‘ Administrare ‘—- Bivolite — 2 ml — monta / ILA. la aparitia estrului
| PGF2a | l

l La bivolitele care nu manifesta estru se
‘ Estrumate ‘ administreaza o noua doza de PgF2a dupa
11 — 13 zile

Fig. 7.11 Schema terapeutica aplicata in Ferma Il pentru tratamentul
corpului luteal persistent
Fig. 7.11 Therapeutic scheme applied in Farm Il for treatment
persistent luteal body
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In cazul Fermei I, bivolitele diagnosticate cu hipotrofii ovariene sau
ovare inactive sunt tratate dupa acelasi protocol aplicat cazurilor de CPL.

Gonadotropina corionoica in doza de 1500 Ul a fost utilizata pentru
terapia chistilor foliculari. Actiunea primara vizata a fost de a produce ovulatia
si deci de a rupe peretele chistului format.

Dintre cazurile tratate cu chisti foliculari (2/5 cazuri) 40% din bivolitele
cu chisti ovarieni au intrat in calduri la peste 21 de zile de la administrarea
tratamentului (interval de 21 — 25 zile).

D1:25.3mm
02:33. 1nn
AV:29.20n

Plesst wit.
1

5 R:
A. B.
Fig. 7.12 Ovar de bivolita. Chist Luteinic. A: sonda 8 MHz, dimensiuni 2,7 / 1,8 cm; B:
sonda 7,5 MHz, dimensiuni 2,5/ 3,3 cm
Fig. 7.12 Buffalo ovary. Luteinic cyst. A: 8 MHz probe, dimensions 2.7 /1.8 cm; B: 7.5
MHz probe, dimensions 2.5/3.3 cm

2019/04/15 11:08

luteinic dupa Fig 7.14 Aspectul ovarului cu chist luteinic

10 HLY
Fig. 7.13 Ovar bivolita, Chist

12 zile de la tratament cu HCG tratat prin combinatia HCG-PG. Corticala
Fig. 7.13 Buffalo ovary, lutein cyst 12 days ovariana cu zone insulare de fibroza.
after HCG treatment Fig 7.14 Appearance of the ovary with
lutein cyst treated by the HCG-PG
combination

Administrarea combinaté a gonadotropinei corionice si a PGF2a, s-a
aplicat in cazul chistilor luteinici. In alegerea tratamentului s-a mizat pe efectul
HCG-ului care are activitate de tip LH, exercitdnd astfel o lunga actiune
luteotropa directa asupra chistului ovarian pe care I-a luteinizat. Dupa 12 zile
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de la tratamentul cu gonadotropina a fost administrata o doza de PGF2a pentru
a liza celulele luteale din chistului luteinic (fig. 7.12 — fig. 7.14).

Din cazurile tratate cu chisti luteinici (1/5 cazuri) 20% din bivolitele cu
chisti ovarieni au intrat in calduri la 17 zile de la sféarsitul tratamentului, iar in
restul cazurilor revenirea ciclicitatii a fost mai tardiva (dupa 60 de zile).

7.2.3. Diagnosticul incidenta si tratamentul retentiei anexelor

fetale

in fermele de bivolite luate In studiu, pe parcursul celor doi ani, s-a
inregistrat un procent de 19 % retentii ale anexelor fetale raportat la numarul
de fatari in Ferma | (100 fatari) si respectiv 8,6% retentii ale anexelor fetale in
Ferma Il raportat la 244 de fatari (fig. 7.15 si fig. 7.16).

DINAMICA FATARI SI RETENTII PLACENTARE LA BIVOLITE FERMA |, ANIl 2016 - 2017

IANUARIE FEBRUARIE MARTIE APRILIE MAI IUNIE IULIE AUGUST SEPTEMBRIE OCTOMBRIE NOIEMBRIE DECEMBRIE

= RETENTII PLACENTARE 2016 = FATARI 2016 RETENTII PLACENTARE 2017 = FATARI 2017

Fig. 7.15 Dinamica parturitiilor si retentiilor placentare in Ferma I, in anii 2016 — 2017
Fig. 7.15 Dynamics of calving and placental retention in buffalo cows in Farm I, in the
years 2016 - 2017

DINAMICA FATARI SI RETENTII PLACENTARE LA BIVOLITE FERMA II, ANII 2017 - 2018
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IANUARIE  FEBRUARIE ~ MARTIE APRILIE MAI IUNIE IULIE AUGUST SEPTEMBRIE OCTOMBRIE NOIEMBRIE DECEMBRIE
¥ RETENTII PLACENTARE 2017 = FATARI 2017 RETENTII PLACENTARE 2018 = FATARI 2018

Fig. 7.16 Dinamica parturitiilor si retentiilor placentare in Ferma Il, in anii 2017 — 2018
Fig. 7.16 Dynamics of calving and placental retention in buffalo cow in Farm Il, in the years
2017 - 2018
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A\ =
Fig.7.17 Retentie anexe fetale la bivolita Fig. 7.18 Examen ginecologic transrectal la
Fig.7.17 Buffalo fetal annexes retention bivolite, Indepartarea placentei
Fig. 7.18 Transrectal gynecological
examination in buffalo cows

Diagnosticul de retentie placentara s-a stabilit prin faptul ca anexele
fetale nu s-au eliminat in mod fiziologic in primele 12 ore de la expulzarea
produsului de conceptie. Tn mod normal placenta se elimina spontan in circa 3
- 6 ore dupa ce fetusul a fost expulzat (fig. 7.17 si fig 7.18).

La inspectia bivolitei s-a constatat prezenta anexelor fetale intre labiile
vulvare, de culoare rosie-palid, murdarite de fecale si asternut, la efectuarea
unor tractiuni usoare pe placenta, aceasta a ramas ancorata pe carunculi.

La examenul transvaginal s-a constatat prezenta invelitorilor fetale,
cervix Tntre-deschis, plin cu invelitori fetale si cantitati variabile de lichide.
Bivolita prezinta eforturi de expulzare, eliminénd lichide fetale, detritusuri
celulare si coaguli de sange.

Tratamentul a urmarit indeplinirea urmatoarelor obiective: eliminarea
placentei; stimularea involutiei uterine; combaterea infectiei locale.

Pentru a realiza obiectivele mentionate mai sus, in ferme s-a aplicat
urmatorul protocol de tratament: s-a indepartat manual placenta, s-a
administrat ocitocina 40 - 50 U.l. i.m. si s-a administrat antibiotice intrauterin
sub forma de bujiuri spumante, Pesarii (substante active oxitetraciclina
clorhidrat 250 mg si neomicina sulfat 250 mg) si repetat la 24 h. In cazurile
grave, complicate cu modificari generale tratamentul a fost completat cu
administrare generala de oxitetraciclina si dexametazona. Toate cazurile de
retentii ale anexelor fetale diagnosticate si tratate au fost vindecate.
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7.2.4. Diagnosticul, incidenta si tratamentul afectiunilor

inflamatorii uterine

Tn perioada studiatd endometrite au fost diagnosticate la Ferma Il avand
un procent de 23,86% din totalul afectiunilor inregistrate, numarul de cazuri
fiind 21 (7 cazuri in 2017 si 14 cazuri in 2018).

Endometrita este o infectie a perioadei puerperale avand ca si etiologie
o furajare precara si dezechilibratd in timpul gestatiei, conditii de zooigiena
necorespunzatoare, lipsa de miscare si alte afectiuni uterine precum retentia
placentara, prolapsul uterin, fatari distocice coroborate cu flora microbiana
streptococica si anaeroba (Livia Vidu si Bota, 2014)

Diagnosticul a constat in preluarea datelor anamnetice de la ingrijitori,
examenul general al femelei, efectuarea examenului vaginal si a examenului
transrectal.

Evolutia afectiunilor endometriale s-a produs in intervalul 4 — 10 zile
post-partum in cazul endometritei purulente si in intervalul 10 — 12 zile post-
partum pentru endometrita catarala.

La examenul general s-a observat starea generala nealterata, slabire,
horipilatie, nhormotermie, productia de lapte scazuta, murdarirea cu exudat
mucos sau muco-purulent a trenului posterior (fig. 7.19 si fig. 7.20).

’

Fig. 7.19 Scurgeri vaginale in endometritd Fig. 7.20 Endometrita cronica cu secretii reduse
Fig. 7.19 Vaginal discharge in endometritis Fig. 7.20 Reduced secretion of chronic endometritis

La examenul vaginal s-a observat hiperemia mucoasei, sensibilitate
exagerata, cantitate crescuta de mucus de culoare alb murdar, gri sau glabui,
uneori rosiatic cu sfacele de mucoasa.

La examinarea transrectala s-a constatat sensibilitate locala crescuta,
o fluctuatie a uterului de diferite grade in functie de cantitatea de material
infectios acumulat, Tn unele cazuri s-a palpat si corpul luteal.

Conduita terapeutica in cazul endometritelor puerperale, pentru a
maximiza eficienta tratamentului, cuprinde asocierea tratamentului local cu cel
general.
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Tratamentul local a prevazut asepsia uterina si evacuarea continutului
inflamator prin sifonaj cu solutie 1% Rivanol, urmata de antibioterapie locala
prin administrarea de bujiuri spumante (Pesarii), intre 2 - 4 bujiuri / 24 h, timp
de 2-3 zile. Tratamentul pe cale generala a fost efectuat bivolitelor care au fost
diagnosticate cu endometrita purulentd si acesta a inclus antibioterapie
sistemica (Oxitetraciclina i.m., 1 ml / 10 kg greutate corporala, timp de 3 - 5
zile) si local instilatii cu preparatul Metricure (Cefapirin 500 mg).

7.3. Concluzii partiale

1. Pe parcursul anilor de studii, la Ferma | au fost diagnosticate 73 cazuri
de afectiuni ale aparatului genital - chisti foliculari, chisti luteinici, hipotrofii
ovariene, prolaps uterin, retentii placentare si 88 cazuri de afectiuni
ginecologice la Ferma Il (corp luteal persistent, hipotrofii ovariene, endometrite,
prolaps uterin, retentii placentare).

2. La Ferma |, in cei doi ani studiati s-au produs 24 de fatari distocice,
acestea fiind de diverse naturi: distocii in prezentare anterioara (75 %), cu
retinere membre anterioare si distocii cu retinerea capului, distocii in
prezentare posterioara 16,7 %, si distocii datorate monstruozitatilor 8,3 %.

3. Fercventa retentiilor placentare in perioada studiata a fost crescuta in
lunile reci ale anului (sezonele toamna — iarnad si inceputul primaverii), in
perioada iunie — septembrie nefnregistrindu-se niciun caz.

4. Diagnosticul ecografic diferential intre chistul folicular tecal si cel luteinic
a fost facil; chistul folicular luteinic avand un perete mult mai gros, decéat chistul
folicular tecal, foarte clar vizibil pe ecografie.

1. Dupa tratamentul descris si aplicat bivolitelor cu hipotrofie ovariana de
gradul I, in ferma Terra di Buffala, toate au prezentat estru in 3 zile de la
administrarea PMSG-ului

2. Tratamentul hipotrofiei ovariene de gradul Il a fost eficient la 62,2% din
cazurile tratate, care au manifestat estru imediat dupa tratament, iar la 37,8%
din cazuri estru a aparut mai tarziu, dupa 18 de zile..

3. Tinadnd cont de sezonalitatea bivolilor si ca ovarele au dimensiuni
reduse, dar cu reactivitate mare, hipotrofiile de gradul | si Il pot fi tratate prin
terapie hormonaléd specificd asociata cu o alimentatie echilibratd si terapie
neuroreflexa.

4. Administrarea HCG-ului in hipotrofia de grad Il, cu efect de LH, a fost
efectuata la depistarea estrului si cu cel putin 2 ore Thainte de inseminare. Rolul
administrarii este de a produce ovulatia foliculilor crescuti pe ovar.

5. Hipotrofia de gradul Il a fost considerata atrofie ovariana si nu a fost
supusa tratamentului deoarece raspunsul ovarian este slab sau inexistent, iar
tratamentul costisitor.
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6. Tratamentul aplicat bivolitelor diagnosticate cu corp luteal persistent in
Ferma Il in anii 2017 - 2018, a fost efectuat cu preparatul Estrumate (substanta
activa cloprostenol 250 pg/ml) in doz& de 2 ml, administrat intramuscular. Tn
20% din cazuri estru a aparut pana la 3 zile de la administrarea prostaglandinei,
iar la 30% din cazuri estru a apaarut dupa 15 zile de la prima administrare.

7. Din cazurile tratate cu chisti foliculari, 40% din bivolitele au intrat in
calduri la peste 21 de zile de la administrare (interval de 21 — 25 zile).

8. Administrarea combinata a gonadotropinei corionice si a PGF2q, s-a
aplicat in cazul chistilor luteinici. n alegerea tratamentului s-a mizat pe efectul
HCG-ului care are activitate de tip LH exercitand astfel o lunga actiune
luteotropa directa asupra chistului ovarian pe care Il-a luteinizat.

9. Din cazurile tratate cu chisti luteinici 20% din bivolitele cu chisti ovarieni
au intra in calduri la 17 zile de la sféarsitul tratamentului, iar in restul cazurilor
revenirea ciclicitatii a fost mai tardiva (dupa 60 de zile).
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8. CERCETARI PRIVIND UTILIZAREA UNOR METODE
BIOTEHNICE DE INDUCERE A ESTRULUI LA BIVOLITE

8. RESEARCH ON THE USE OF BIOTECHNICAL METHODS
FOR INDUCTING ESTRU IN BUFFALO COW

Pentru a se mentine un interval de 13 - 14 luni intre fatari la bivolite,
inseminarea trebuie sa aiba loc in intervalul de 85 - 115 zile dupa fatare.
Refacerea completa a uterului, reluarea activitatii ovariene si aparitia caldurilor
au loc, de obicei, in jur de 20 - 50 de zile post-partum; asadar, exista o fereastra
de 35 - 95 de zile pentru ca o bivolita sa ramana gestanta in vederea mentinerii
intervalul dorit intre fatari.

Desi inseminarea artificiala poate insemna o imbunatatire semnificativa
in ceea ce priveste ameliorarea genetica la bivol, aplicarea sa practica a fost
dificila din cauza vizibilitatii reduse a semnelor de estru si slaba lui detectare
de catre oameni, a duratei variabile a estrului si a dificultati de a prezice
momentul ovulatiei. Mai recent, dezvoltarea protocoalelor pentru sincronzarea
ovulatiei si a inseminarii artificiale programate la bivolite a fost folosita pentru a
depasi aceste constrangeri si pentru a putea folosi inseminarea artificiala pe
scara larga in ferme.

8.1. Utilizarea PGF2a in inducerea luteolizei

8.1.1 Material si metoda
Pentru stimularea fazei estrale a fost utilizat protocolul descris in
literatura de specialitate (Ardelean, 2002, Liliana Ciornei, 2019) privind
inducerea estrului la bovine si bubaline folosind prostaglandinele. PGF2a are
un efect luteolitic asupra corpului luteal si va induce o crestere a secretiei de
gonadotrofine hipofizare intr-un interval de 2 - 3 zile de la aplicare (fig. 8.1).

[ pora | [ a1 |

11 days l 72-96 h l

|
o o—0

Fig. 8.1. Protocolul de inducere a estrului la bivolite pe baza administrarii de PGF2a
Fig. 8.1. Estrogen induction protocol in buffaloes based on PGF2a administration
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Acest experiment a fost realizat pe un numar de 24 de bivolite multipare,
la peste 60 de zile postpartrum si aflate in perioada de lactatie.

Dupa examinarea ginecologica si generala au fost administrate la toate
bivolitele (24) cate o doza de Estrumate de 2 ml, i.m. Acesta reprezinta cea mai
simpla schema de inducere a estrului prin controlul progesteronului seric,
grabind involutia corpului luteal. Astfel, dupa prima doza de PG, daca exista CL
activ si secretor de progesteron (P4), se va produce luteoliza acestuia,
scaderea secretiei de P4 si inducerea sintezei de FSH si LH adenohipofizar
sub influxul Gn-RH-ului hipotalamic. Daca titrul de FSH este suficient de amplu
si constant se va induce un val folicular ce grabeste maturarea unui folicul, cu
aparitia estrului clinic.

8.1.2 Rezultate si discutii

Daca intr-un interval de 2 - 3 zile de la administrarea prostaglandinei,
nu se observa nicio modificare estrala, dupa 11 zile se administreaza a doua
doza de PGF2a. Rapelul dozei de prostaglandina mizeaza pe faptul ca in
perioada anterioara (2 - 11 zile) nu au existat pe ovar structuri luteale care sa
raspunda la tratament. Dupd acest interval, care cuprinde si faza de organizare
si proliferare a unui posibil corp luteal, acesta va deveni sensibil la PGF2a si a
doua doza administrata la 11 zile va avea efect luteolitic, ducand la aparitia
estrului.

Bivolitele care raspund la tratamentul cu PGF2a sunt cele care au un
ciclu regulat si au intr-un interval de 11 zile o activitate luteala.

in cazul studiului nostru, a fost initiata terapia cu o singura doza de
PGF2a, a fost monitorizata aparitia estrului dupa 2 - 3 zile, pentru bivolitele
care nu au mainifestat estru s-a continuat schema de tratament cu a doua doza
de PGF2a la 11 zile.

Dupa prima administrare de PGF, au fost diagnosticate n faza estrala
25% bivolite (6/24).

La 75% dintre bivolite li s-a administrat si a doua doza de PGF, care a
indus estru in ziua 13 - 14 la un numar de 8/24 bivolite, procentual reprezentand
33,3%.

Luand n calcul inducerea estrului prin administrarea de factor luteolitic
(PGF) la bivolite in luna februarie, se constata o valoare de 58,3% (14/24) estru
indus (25% Tn urma unui singure administrari, respectiv 33,3% dupa cea de-a
doua) (tabelul 81).

Rata aparitiei estrului a fost monitorizata si cu fenomenul de acceptare
a masculului, iar in urma tratamentului hormonal a fost efectuata monta dirijata
cu un taur de bivol selectat.

Diagnosticul de gestatie a fost stabilit ecografic la 60 de zile de la estru.
A fost calculata rata conceptiei (RC) ca fiind numarul de animale diagnosticate
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gestante din totalul animalelor intrate Tn tratament cu PGF2a (cu una s-au cu
doua administrari). Astfel RC pentru inducerea estrului cu PGF2a in doza unica
si repetata la 11 zile a fost de 41,6% (10/24).

Tabelul 8.1

Aparitia estrului si rata conceptiei (RC) dupa protocolului PG cu una sau doua administrari

Table 8.1

The appearance of estrus and conception rate (RC) in buffaloes following the PG one and two

shot protocol

Bivolite la Estru+Monta | A doua-a doza Estru+Mont RC
prima doza de (dupa2-3 PGF2a (in ziua 13 - 14) (Gestatie de
PGF2a zile) (ziva 11) 60 zile)

Nr. % Nr. % Nr. % Nr. % Nr. %
24 100 6 25% 18 75% 8 33,3 10 41,6
14/24 (58,3%) 10/24 (41,6%)

8.2. Inducerea estrului la bivolite prin metode biotehnice

8.2.1 Material si metoda

Pentru acest experiment au fost selectate un numar de 17 bivolite cu
varsta de peste 20 de luni, care au avut cel putin doua cicluri sexuale si care
au fost sanatoase din punct de vedere clinic. Protocolul de inducere a estrului
a fost derulat in luna iulie a anului 2017 (ferma Terra di Bufala).

Animalelor li s-au aplicat implanturi vaginale cu progesteron PRID Delta
(substanta activa — progesteron, in doza de 1.55 g/implant, dispozitiv
triunghiular, albicios, cu prelungitor).

Dispozitivele cu progesteron au fost introduse cu un aplicator
transvaginal in ziua O si mentinute un timp de 12 zile.

In ziua a 11-a s-a administrat o doza de 2 ml prostaglandina (PGF2a)
care are ca scop luteoliza eventualului corp luteal de pe ovare, astfel se elimina
potentiala sursa a progesteronul endogen.

In ziua a 12-a au fost extrase spiralele intravaginale producandu-se o
scadere brusca a nivelului de progesteron circulant efectiv din sange. (tabelul
8.2).

Tot Tn ziua a 12-a a fost administratd o doza de 500 Ul de PMSG,
mizand pe efectul de stimulare a cresterii foliculare. Decizia de a completa
schema de stimulare a estrului cu o doza medie de gonadotropina serica a fost
data de faptul ca vitelele se aflau Tn afara sezonului normal de reproductie si
este necesara o stimulare suplimentara pentru a induce estru.
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8.2.2 Rezultate si discutii

Prin inducerea efectului Rebaund (stimularea gonadotropinelor
hipofizare endogene FSH si LH) si administrarea de PMSG (gonadotropina
serica extrahipofizara) s-a incercat controlul valurilor foliculare prin inducerea
unuia de urgenta pana la stadiul de folicul matur si ovulator.

Tabelul 8.2
Schema de tratament combinata intre PRID, PGF si PMSG
Table 8.2
Combined treatment regimen between PRID, PGF and PMSG

Timpul tratamentului Medl_ca_tmente Observatii
administrate c
. PRID — introducere Cre$terea P4 seric, .
Ziua 0 ; : blocarea hipotalamusului si
intravaginal ; . ;
a valurilor foliculare
Ziua 11 PGF2a-2mlim. Luteoliza
Scéaderea P4 circulant
PRID — eliminare Reluare unui val follicular
Ziua 12 Administrare - PMSG (efect Rebound),
500 Ul Crestere si maturare
foliculara
Ziua 13 - 15 Estru Dupa manifestarea clinica
Tabelul 8.3

Inducerea estrului si rata conceptiei (RC) la bivolite Th urma protocolului de gestionare a
valurilor foliculare cu PRID, PGF si PMSG
Table 8.3
Estrus induction and conception rate (CR) in buffaloes following the follicular wave
management protocol with PRID, PGF and PMSG

Bivolite Extragere PRID Estru
insertic PGF Administrare Monta RC (Gestatie
PRID Ziua 11 RMSG (ziua 13 - 14) 60 zile)
(ziva 12)
Nr % Nr % Nr % Nr % Nr %
17 |100 17 | 100 17 100 15 88,2 13 76,5

Din experimentul efectuat se constata ca inducerea estrului la vitele de
bivolita in extrasezon (vara) avut o valoare de 88,2 % (15/17). La toate bivolitele
aflate n estru a fost identificat ecografic pe ovar unul s-au doi foliculi dominanti.
Dimensiunea foliculilor dominanti in sezonul de vara au variat intre 0,9 si 1,2
cm (tabelul 8.3).

Procentul obtinut (88,2%) de bivolite in estru, Tn sezonul de vara este
unul foarte bun, comaparativ cu literatura de specialitate, unde se raporteaza
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procente de la 40 la 80 %. Explicatia este faptul ca materialul biologic a fost
reprezentat de bivolite selectate pe criterii ginecologice, schema terapeutica a
folosit hormoni ce gestioneaza cu precizie valurile foliculare (gonadotropine
endogene si exogene), iar folosirea progesteronului intr-o schema de
sincronizare, duce intotdeauna la imbunatatirea raspunsului ovulator.

Rata de gestatie in sezonul de vara a atins valori de 76,5% (13/17) in
urma montei dirijate. De remarcat este ca, in cazul terapiei aplicate cu P4, PGF
si PMSG 1n sezonul de vara au fost diagnosticate cazuri de chisti luteinici in
proportie de 16,6% (3/17).

8.3. Concluzii partiale

1. La ferma Terra di Bufal, Razboieni, dupa prima administrare de PGF2aq,
au fost diagnosticate in faza estrala 25% dintre bivolite. La 75% dintre bivolite
li s-a administrat si a doua doza de PGF, care a indus estru in ziua 13 - 14 la
un procent de 33,3% dintre bivolite.

2. Luand n calcul inducerea estrului prin administrarea de factor luteolitic
(PGF) la bivolite in luna februarie, se constata o valoare de 58,3% estru indus
(25% in urma unei singure administrari respectiv 33,3% dupa a 2-a).

3. Rata conceptiei totale pentru inducerea estrului cu PGF in doza unica
si repetata la 11 zile a fost de 41,6%.
4. Inducerea efectului Rebaund si administrarea de PMSG 500 Ul a

incercat controlul valurilor foliculare prin inducerea unuia de urgenta pana la
stadiul de folicul matur si ovulator la bivolite in extrasezon.

5. Inducerea estrului la vitele de bivolita in extrasezon (vara) avut o
valoare de 88,2 %. La toate bivolitele aflate in estru clinic a fost identificat
ecografic pe ovar unul s-au doi foliculi dominanti.

6. Rata de gestatie in sezonul de vara a atins valori de 76,5% in urma
montei dirijate. In cazul terapiei aplicate cu P4, PGF si PMSG in sezonul de
vara, la ferma de la Razboieni au fost diagnosticate cazuri de chisti luteinici in
proportie de 16,6%.
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9. PROVOCAREA ESTRULUI, A OVULATIEI $I STABILIREA
MOMENTULUI OPTIM DE INSAMANTARE ARTIFICIALA IN
FERMA BRADANO RIVER

9. CHALLENGE OF ESTRUS, OVULATION AND FIXED TIMES
OF ARTIFICIAL INSEMINATION AT THE BRADANO RIVER
FARM

La bivolita, faza foliculara a ciclului sexual se caracterizeaza prin semne
comportamentale foarte sterse. Estimari neoficiale ale Centrului Operativ de
Inseminari artificiale C.O.F.A., Cremona, ltalia, privind ponderea utilizarii
inseminarilor artificiale la bubaline n Italia sunt apreciate undeva la 80% din
totalul fermelor. Tn cadrul acestor ferme ins&, se estimeaza ca doar 40% dintre
ele utilizeaza exclusiv inseminarea artificiala in cadrul managementului
reproductiv. Restul fermelor utilizeaza atat monta naturald cu tauri cat si
inseminarea artificiala. Numarul mic de produsi rezultati in urma inseminarii
artificiale cu material seminal congelat, proveniti de la tauri selectionati
ingreuneaza progresul genetic la aceasta specie de animale (www.cofa.it).

Au fost dezvoltate mai multe protocoale de sincronizare a estrului Si
ovulatiei cu scopul de a imbunatatii eficienta reproductiei. Pentru a sincroniza
ciclul estral, activitatea ovariana este manipulata astfel incat momentul
ovulatiei sa poata fi preconizat. Acest lucru este obtinut prin controlul fazei
luteale a ciclului prin administrarea de prostagalndina sau progesteron;
controlul dezvoltarii foliculare si al ovulatiei prin folosirea unor diverse
combinatii de prostaglandina, progesteron, GnRH, HCG, ECG si estradiol
(Hafez, 2010, Sonea, 2004, Bogdan, 2000, Pall Emoke, 2019, Mircu, 2008).

9.1 Material si metoda

Scopul acestui studiu a fost de a induce faza estrala si de a compara
rata conceptiei consecutiv inseminarilor artificiale in cadrul unui protocol de
sincronizare a ovulatiei la bivolita pe mai multe categorii ginecologice, cum ar
fi vitele, primipare si multipare.

Studiul s-a desfasurat intr-o ferma "BRADANO RIVER", din Italia, pe
bivolite din rasa Mediteraneana. Cercetarile au fost desfasurate pe perioada
octombrie 2015 — decembrie 2017. Ferma are un numar total de 622 bubaline.
Pe categorii de varsta acestea sunt reprezentate de 340 bivolite (54,6%), dintre
care 260 in lactatie, 18 bivoli (2,9%), 233 vitele (37,4,2%), 31 tineret femel
(4,8%).

Protocolul Ovsynch/Resynch si programarea IA. Protocolul consta in
combinarea a doua protocoale Ovsynch pe o perioada de 38 de zile. Startul
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protocolului s-a facut cu administrarea unui analog de GnRH in doza de 20 ug
la toate femelele in ziua O, urmat de inocularea in ziua a Vll-a a 500 pg PGF2a
si in ziua a IX-a a doua doza de analog de GnRH. Inseminarea artificiala a fost
efectuata la inteval de 16 - 20 de ore de la ultima administrare de analog de
GnRH (fig. 9.1).

La 28 de zile de la inseminarea artificiala, fara un prealabil control, s-a
reinceput protocolul Ovsynch prin administrarea de analog de GnRH.
Administrarea analogului de GnRH nu influenteaza negativ gestatia, daca
aceasta s-a instalat. Conform datelor din literatura inocularea de GnRH
produce ovulatia unui folicul mai mare de 10 mm (Birtoiu 2005, Ciornei s.a.,
2020). In ziua 35 de la inseminarea artificiala (ziua 7 de la initierea celui de al
II-lea protocol OvSynch) s-a efectuat diagnosticul de gestatie la toate femelele.
Bivolitele care la ziua 35 nu au fost confirmate ca fiind gestante au fost injectate
cu o doza de PGF2a. La 37 de zile de la inseminarea artificiala, respectiv ziua
a IX-a de la inceputul celui de-al doilea protocol Ovsynch, s-a administrat a
doua doza de analog al GnRH. Inseminarea artificiala a fost executata la 16 -
20 de ore de la ultima inoculare de GnRH.

Astfel, femelele gestante nu au parcurs al doilea program Ovsynch de
sincronizare a estrului ramanand doar cu analogul GnRH-ului la 28 de zile.

Inseminarea artificiala s-a facut cu materialul seminal congelat, furnizat
n paiete de 0,25 ml, ce a fost decongelat timp de 1 minut la temperatura de
37,5 °C. Inseminarea artificiala a fost efectuata prin metoda recto-vaginala,
bimanuala. Materialul seminal utilizat pentru inseminarea artificiala a provenit
de la taurii Direction, Rainbow, Gokhan, Starwars, Blackstar, Isidoro, Uranio,
Batiman, Otello si Allblack, furnizat de catre Centrul Operativ de Inseminari
artificiale C.O.F.A. Cremona, ltalia.

Diagnosticul de gestatie s-a efectuat prin examen ecografic la 35 de
zile dupa IA. Rata conceptiei a fost calculata prin numarul de fatari raportate la
totalul femelelor inseminate artificial.

in acest studiu au fost luate femele apartinand categoriilor ginecologice
vitele, primipare si multipare. Ferma la care s-au efectuat cercetérile a
beneficiat pentru managementul reproductiv si cel productiv de un software
furnizat de catre Asociatia Italiana a Crescatorilor de Animale (A.l.A.) care se
numeste SI@LLEVA. Din acest sistem au fost preluate datele privind rata
conceptiei la categoriile ginecologice de animale luate in studiu.

Rata conceptiei a fost calculatd pe anotimpuri, pe un numar de 488 de
inseminari artificiale efectuate in perioada octombrie 2015 — decembrie 2017.
Femelele au fost grupate pe categorii ginecologice. Femele nulipare (vitele) au
avut varsta de 20,8 * 2,4 luni.
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Fig. 9.1 Schema protocolului de sincronizare Ovsynch la bivolitele (C.O.F.A.)
Fig. 9.1 Schematic of the Ovsynch Synchronization Protocol in Buffaloes (C.O.F.A.)

9.2 Rezultate si discutii

Protocolul utilizat de noi in acest studiu, organizeaza activitatea de
reproductie in ferma, astfel incét sa existe o corelatie echilibrata intre numarul
de animale, resursa umana si productivitate. Eficienta economica rezulta din
maximizarea aplicarii biotehnologiilor de reproductie, bioseuritate si
alimentatie.

In cadrul protocolului ce vizeaza dublu OvSynch, vacile de bivol cu un
puerperium normal incheiat sunt incluse repetat si continuu in acest program
n intervalul 40 - 90 de zile PP. Daca sunt bivolite care nu sunt diagnosticate
gestante, dupa 3 serii, acestea sunt catalogate infertile (fig. 9.2).

| Ovsynch |

Ovsynch

| PGF2a la bivolitele negestante |

[ GrrRH+TiA(dupa 16 h) |

GnRH la toate l
,Tl bivolitele
v
L _J - —
| Ziua O l | Ziua 28 | 35 I | Ziua 37 l

I Bivolite gestante |

aue1303 [ ]
N
[T}

Fig. 9.2 Schema protocolului Resynch de sincronizare a estrului
Fig. 9.2 Diagram of the Resynch protocol for estrus synchronization

Fecunditatea totala medie in ferma Bradano River in perioada luata in
studiu a fost de 73,8% fiind diagnosticate gestante un numar de 456 de bivolite
din 618 IA.

La nulipare (categoria vitelelor aproximativ 18 luni) media totala a
fecunditatii a Tnregistrat valoarea 78,5 %, (84/107) chiar daca vitelele au fost
sincronizate si |A doar in sezoanele de primavara si vara.
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La primipare, bivolite sincronizate dupa prima parturitie, media
fecunditatii a fost de 76,6 % (128/167).

La categoria pluriparelor, bivolite cu mai mult de doua parturitii, valoarea
medie a fertilitatii pe toata ferma a fost de 70,9 % (244/344).

Din tabelul 10.1 reiese ca la categoria nuliparelor a fost inregistrata
valoarea cea mai ridicata a conceptiei 78,5% urmata de primipare cu 76,6% si
de multipare cu 70,9%. Valoarea medie de 73,8% pentru toata ferma cu 618
inseminari in doi ani, este o valoare considerata foarte buna.

Analizand rata conceptiei sub influienta efectul combinat al celor doi
factori (categoria ginecologica si sezon) (tabelul 10.1) se observa o influenta
crescuta a categoriei ginecologice asupra acestui parametru la femelele
inseminate primavara.

In sezonul de primavard s-au inregistrat valori cuprinse intre 79%
pentru multipare si 94,4 % pentru primipare.

Prin urmare, la primipare primavara rata conceptiei a fost superioara
celorlalte categorii de varsta cu 10,2% fatd de vitele, si cu 15,4% fata de
multipare. La vitele (nulipare) diferenta inregistrata a fost cu 5,2% mai ridicata
fata de multipare (84,2-79), si mai scazuta cu 10,2% fata de primipare (84.2 —
94,4).

Tabelul 9.1
Centralizator privind rata conceptiei Tn urma protocolului OvSynch si ReSynch pe categorii
ginecologice si anopimp
Table 9.1

Centralization on the conception rate following the OvSynch and ReSynch protocol by
gynecological and anopimp categories

VITELE PRIMIPARE MULTIPARE
Anotimp TOTAL
Ovsynch | Resynch [ TOTAL | Ovsynch | Resynch [ TOTAL | Ovsynch | Resynch [ TOTAL
PRIMA- 68,4 % 15,7 % 84.2 % 83,3 % 11,1% 94,4 % 67,7 % 11,3% 79 % 83,2 %
VARA (39/57) (9/57) (48/57) (15/18) (2/18) (17/18) (42/62) (7/62) (49/62) | (114/137)
- 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
VARA 52 % 29% 2% 47,1 % 22,5 % 69,7 % 48,9 % 9,1% 58 % 62,7 %

(26/50) | (10/50) | (36/50) | (25/53) | (12/53) | (33/53) | (48/98) | (9/98) | (57/98) | (126/201)

58,9 % 28,6 % 87,5% 52,1 % 26,5 % 78,6 % 80.0 %

TOAMNA
OAMN (33/56) | (16/56) | (49/56) | (46/94) | (25/94) | (71/94) | (120/150)
AR 47,5 % 25 % 72,5 % 60 % 144% | 744% | 738%
(19/40) | (10/40) | (29/40) | (54/90) | (13/90) | (67/90) | (96/130)
0, 0, 0,
TEBIA 78,5 76,6 % 709% | 738%
(84/107) (128/167) (244/344) | (456/618)

in tabelul 9.2 sunt prezentate comparativ rezultatele ratei medii a
conceptiei si pe categorii ginecologice n sezonul cald de primavara si vara. Se
observa ca fecunditatea medie a fost de 71,01% (240/338).

in cadrul categoriilor ginecologice rata de conceptie primavara-vara a
fost de 78,5% (84/107) la vitele, 70,41% (50/71) la primipare si de 66,25%
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(106/160). Constatam ca rata conceptiei a inregistrat valori mai bune primavara
comparativ cu vara.

Aplicarea sincronizarii estrului prin GnRH-PG-GnRH, duce la
gestionarea exacta a valurilor foliculare si a managementului corpului luteal.
Inducerea unui folicul dominant pe ovar si stimularea ovulatiei face ca IA sa se
faca la timp fix, fiind posibila programarea ei in functie de necesitati si timp
disponibil.

Pentru femelele care nu sunt diagnosticate gestante se continua
protocolul cu inca o schema sau doua de OvSynch (Resynch).

Utilizarea produselor hormonale cu tropism pentru gonade si hipofiza
duce la o fortare a cresterii foliculare si la o intensificare a metabolismului la
aceste nivele, ceea ce face ca vacile incluse in aceste programe sa fie perfect
echilibrate din punct de vedere metabolic.

Rezultatele obtinute au fost inregistrate si centralizate cu programul de
management al fermei si raportate pe sezon si pe categorii ginecologice
(nulipare, primipare si multipare).

Dat fiind faptul ca faza estrala la bivolitad este scurta si putin exprimata
clinic, si cu influenta negativa a climei din zona de Sud a ltaliei, protocolul
OvSynch si FTAI are un succes garantat.

Tabelul 9.2
Rata conceptiei in sezonul primavara — vara, in functie de categoria ginecologica in anii 2015 —
2017, la ferma BRADANO RIVER
Table 9.2
The conception rate in the spring-summer season, depending on the gynecological category, in
the years 2015 - 2017, at the BRADANO RIVER farm

Categoria ginecologica| Rata conceptiei (%) Anotimp Rata conceptiei (%)
78,5 " " 83.2
VITELE (84/107) PRIMAVARA (114/137)
70,42 X 62,7
PRIMIPARE (50171) VARA (126/201)
66,25 MEDIE o
MULTIPARE (106/160) PRIMAVARA / VARA 71,01% (240/338)

In ceea ce priveste influenta anotimpului asupra ratei conceptiei, se
observa ca pe perioada cercetarilor de doi ani, femelele inseminate primavara
83,2% (114/137), au prezentat o rata a conceptiei semnificativ mai ridicata
decéat in sezonul de vara 62,7% (126/201).

Diferenta de fecunditate generald intre sezonul de primavara si vara a
fost de 20,5% (tabelul 9.2).

Comparand cele doua sezoane (primavara si vara) intre ele, se
constata ca in sezonul de primavara rata conceptiei a fost superioara, cu valori
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de +12,2% la vitele de +24,7% (94,4%-69,7%) la primipare, si de +21% la
multipare (79%-58%).

Totusi fertilitatea a fost scazuta la toate categoriile ginecologice pe
perioada verii, 72% la vitele, 69,7% la primipare si 58% la multipare. O posibila
explicatie a acestui fenomen ar putea fi un efect negativ al temperaturilor
crescute asupra functiei de reproductie la bivolite. Se stie ca in S-E Italiei
temperaturile estivale sunt caniculare, iar acest aspect a fost combatut prin
perdele de apa, curenti de aer si umbrare in dublu-triplu strat. Conform datelor
din literatura de specialitate, temperaturile crescute au un efect negativ asupra
functiei ovariene si a fertilitatii. Alti factori care influenteaza actiunea fiziologica
a hormonilor sunt varsta femelelor, nutritia si variatile mari de temperatura pe
parcursul anotimpurilor.

Rezultatele obtinute in acest studiu, privind rata conceptiei consecutiv
utilizarii protocolului OvSynch repetat, de sincronizare a estrului sunt
asemanatoare si usor superioare de cele ale lui Susanto si Royhan, (2017)
Astfel, studiul efectuat de catre acesta releva o rata a conceptiei de 56,7% la
femelele multipare, comparativ cu 58% obtinut de noi. Remarcam astfel o
diferenta de +1,3% la categoria ginecologica cea mai vulnerabila reprezentata
de multipare.

Protocolul Ovsynch cu FTAI, s-a dovedit eficient in cazul bivolitelor in
ceea ce priveste inducerea ovulatiei, in special la animalele ciclice, situatie in
care n timpul sezonului de Tmperechere si de inactivitate reproductiva
eficacitatea tratamentului a fost similara cu un procent al ovulatiei cuprins intre
81 % si 93 % si al ratei de conceptie procent intre 33 si 50 % (Ardelean, 2002).
Totusi, bivolitele aciclice nu au raspuns satisfacator la protocolul Ovsynch
prezentand procente slabe ale conceptiei / ovulatiei, in comparatie cu cele
ciclice.

Protocolul Ovsynch nu este eficient in timpul sezonului de imperechere
scazuta, dar administrarea de progesteron timp de 7 zile intre primul tratament
GnRH si PGF2 alfa creste fertilitatea (Ciornei s.a., 2020).

Tratamentul Ovsynch a produs semne de estru la toate bivolitele. Toate
animalele au prezentat un grad variat de tonus uterin sesizabil la palparea
rectala, in timpul inseminarii artificiale. Cervixul a fost suficient de deschis
pentru patrunderea usoara a pistoletului de inseminare in cazul tuturor
bivolitelor. Toate animalele au prezentat un vestibul de culoare roz, vulva
inflamata si mucus clar, transparent la nivel vulvar dar in cantitate redusa.

Raportarile rezultatelor RC din sezonul rece (toamna si iarna) sunt
prezentate centralizat n tabelul nr 9.3. si au avut o valoare medie de 77,14%
din 280 de inseminari.

in sezonul de toamna media a fost de 80% (120/150) cu 87,5% (49/56)
la primipare si de 78,6% (71/94) la multipare.
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In sezonul de iarnd media RC a fost de 73,8% (96/130), cu 72,5%
(29/40) la primipare si de 74,4% (67/90) la multipare.

La nivelul Intregului experiment in sezonul de toamna-iarna femelele
primipare au inregistrat o rata medie a conceptiei de 81,25% (78/96) mai
ridicatda cu +6,25% fata de multipare, aceste avand o fecunditate de 75%
(138/184).

in ceea ce priveste efectul anotimpului rece asupra ratei conceptiei se
observa ca inseminarile efectuate toamna au fost mai eficiente decéat cele
efectuate in perioada de iarna, oferind posibilitatea inregistrarii unei rate medii
a conceptiei mai ridicata cu 6,2% (80%-73,8%) (tabelul 9.3).

Tabelul 9.3
Rata medie a conceptiei in functie de categoria ginecologica si anotimp la bivolite Tn anii 2015
— 2017, perioada toamna — iarna
Table 9.3
The conception rate according to the gynecological category and buffalo season in the years
2015 - 2017, autumn - winter period

Categoria ginecologica Rata conceptiei (%) Anotimp Rata conceptiei (%)
81,25 " 80,00
PRIMIPARE TOAMNA
(78/96) (120/150)
75,00 - 73,8
MULTIPARE IARNA
(138/184) (96/130)
MEDIE TOAMNA / IARNA 77,14% (216/280)

in conditiile inseminarilor artificiale efectuate toamna la femelele
primipare, rata conceptiei calculata din datele furnizate de programul
SI@LLEVA implementat la nivelul de management al fermei de bivolite italiene
a fost cu 8,9 % mai crescuta fata de valoarea inregistrata aferenta femelelor
multipare inseminate in aceeasi perioada si care au urmat aceeasi schema de
tratament ca si femelele primipare (tabelul 9.1).

in cazul inseminarilor efectuate fin perioada de iarna, categoria
ginecologica nu a influentat major rata conceptiei. Astfel, diferentele dintre cele
doua categorii ginecologice au fost reduse de 1,9 % (74,4-72,5) (tabelul 10.4).

n anotimpul de toamna diferenta RC a fost de 8,9% (97,5-78,6) in
favoarea primiparelor.

Luand in considerare efectul anotimpului asupra ratei conceptiei la
fiecare categorie ginecologica din tabelul 10.4 se observa ca la primipare
aceasta influentd a fost considerabil mai mare decéat la multipare. Astfel, in
cazul femelelor primipare, Tn perioada de toamna, rata conceptiei a fost mult
mai mare, cu 15 % fata de rezultatele din iarna (87,5 - 72,5).

De asemenea, si in cazul femelelor multipare inseminarile in toamna,
au fost mai eficiente decéat cele efectuate iarna, rata conceptiei medie fiind cu
4,2 % mai crescuta toamna (78,6 - 74,4).
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Diversi autori indica faptul c&, in perioada sezonului cu fertilitate scazuta
se poate intalni o oarecare activitate ovariana la unul sau chiar ambele ovare,
dar in absenta semnelor estrale. Datele din literatura de specialitate privind rata
conceptiei in urma inseminarii artificiale in cadrul protocolului OvSynch, in
sezonul fertil si in afara acestuia, sunt extrem de diferite. (Barile, s a., 2004,
Brito s.a., 2002, Carvalho, 2013)

Tabelul 9.4
Efectul categoriei ginecologice asupra ratei conceptiei la bivolite in perioada toamna-iarna
Table 9.4
The effect of the gynecological category on the conception rate in the buffalo cow in autumn-
winter

Categoria ginecologica

Rata conceptiei (%)
Anotimp toamna

Rata conceptiei (%)
Anotimp iarna

PRIMIPARE 87.5 72.5
MULTIPARE 78.6 74.4
DIFERENTE

) 8.9 1.9

TOAMNA / IARNA

Un alt factor care pare a influenta parametri reproductivi la bivolita este
influenta negativa a sezonului cald asupra hranei vegetale (la bivolitele aflate
pe pasune). Nutritia este un alt factor important asociat cu durata ciclului estral
si intensitatea manifestarilor comportamentale la bivolitd. In cadrul unor
exploatatii zootehnice unde hranirea animalelor se face cu furaj unic (total
mixed ratio - TMR) diferentele parametrilor reproductivi ar trebui sa fie mai mici
pe perioada sezonului de reproductie si in afara acestuia. Fierul, fosforul,
zincul, cobaltul si cuprul sunt elemente care, prin carenta lor, sunt asociate
starii de anestru la bivolita (Campanile, s.a., 2005).

Temperaturile ambientale extreme (prea cald sau prea frig) conduc la
cresterea duratei ciclului sexual si scurtarea duratei estrului prin scaderea
aportului de furaje. Scaderea activitatii tiroidine poate influenta indirect eficienta
reproductiva. Susceptibilitatea bubalinelor la stresul termic generat de
temperaturile ridicate se datoreaza numarului mic de glande sudoripare pe
unitatea de suprafata fapt ce impiedica termoreglarea (Monteiro s.a., 2016).

9.3. Concluzii partiale

1. Protocolul OvSynch multiplu, utilizat in Ferma BRADANO RIVER ltalia,
organizeazad activitatea de reproductie in ferma, astfel incat sa existe o
corelatie echilibrata intre numarul de animale, resursa umana si productivitate.

2. Aplicarea sincronizarii estrului prin GnRH-PG-GnRH, duce la
gestionarea exacta a valurilor foliculare si a managementului corpului luteal.
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Inducerea unui folicul dominant pe ovar si stimularea ovulatiei face ca IA sa se
faca la timp fix, fiind posibila programarea ei in functie de necesitati si timp
disponibil.

3. Dat fiind faptul ca faza estrala la bivolita este scurta si putin exprimata
clinic si cu influenta negativa a climei din zona de Sud a ltaliei, protocolul
OvSynch si FTAI are un succes garantat.

4. Fecunditatea medie Tn ferma BRADANO RIVER in perioada 2015 - 2017 a
fost de 73,8%, fiind diagnosticate gestante un numar de 456 de bivolite din 618
IA.

5. La nulipare (categoria vitelelor aproximativ 18 luni) media totala a
fecunditatii a Tnregistrat valoarea 78,5%. La primipare, bivolite sincronizate
dupad prima parturitie, media fecunditatii a fost de 76,6%. La categoria
pluriparelor, bivolite cu mai mult de doua parturitii, valoarea medie a fertilitatii
pe toata ferma a fost de 70,9%.

6. La categoria nuliparelor a fost inregistrata valoarea cea mai ridicata a
conceptiei 78,5% urmata de primipare cu 76,6% si de multipare cu 70,9%.
Valoarea de 73,8% pentru toata ferma cu 618 inseminari in doi ani, este o
valoare considerata foarte promitatoare.

7. La primipare, primavara rata conceptiei a fost superioara celorlalte
categorii de varsta cu 10,2% fata de vitele, si cu 15,4% fatd de multipare. La
vitele (nulipare) diferenta inregistratd a fost cu 5,2% mai ridicatéd fatad de
multipare si mai scazuta cu 10,2% fata de primipare.

8. Fecunditatea medie a sezonului cald pe toate categoriile de femelele a
fost de 71,01%, iar a sezonului rece de 77,14%.

9. In sezonul de toamna-iarna femelele primipare au inregistrat o rata
medie a conceptiei de 81,25% mai ridicata cu +6,25% fata de multipare, aceste
avand o fecunditate de 75%.

10. Tn ceea ce priveste efectul anotimpului rece asupra ratei conceptiei se
observa ca inseminarile efectuate toamna au fost mai eficiente decat cele
efectuate in perioada de iarna, oferind posibilitatea Tnregistrarii unei RC
superioara cu 6,2%.

11. Comparand cele doua sezoane primavara-vara, se constata ca in
sezonul de primavara rata conceptiei a avut o valoare superioara, +12,2% la
vitele, +24,7% la primipare, si +21% la multipare.

12. Protocolul Ovsynch nu este eficient in timpul sezonului estival, dar
administrarea de progesteron timp de 7 zile intre primul tratament GnRH si
PGF2 alfa creste fertilitatea.

13. Analizand efectul anotimpului asupra ratei conceptiei se observa ca la
primipare aceasta influenta a fost considerabil mai mare decat la multipare. in
cazul femelelor primipare, in perioada de toamna, rata conceptiei a fost mult
mai mare, cu 15 % fata de rezultatele din iarna.
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10. MODALITATI DE CRESTERE A VALORII POTENTIALULUI
GENETIC LA BIVOLITE PRIN UTILIZAREA
BIOTEHNOLOGIILOR DE REPRODUCTIE

10. POSSIBILITIES OF INCREASING THE VALUE OF
GENETIC POTENTIAL IN BUFFALOS BY USING
REPRODUCTIVE BIOTECHNOLOGIES

Tmbunété’girea genetica este un proces dinamic care trebuie sa evolueze
in timp, sprijinind si raspunzand nevoilor crescatorilor, pietei si contextului local
in care opereaza companiile.

10.1. Material si metoda

Aportul genetic si obtinerea de individe cu calitatea productiei
supererioara se poate face in decurs de cateva generatii prin protocoale de
ameliorare cunoscute, clasice folosind la reproductie prin monta dirijata doar
animale cu productivitate validata. Datorita faptului ca populatia de bivolite este
redusa si valoarea productiva scazuta s-au ales ca masura de ameliorare si
progres genetic in septelul de bivolite, biotehnologiile de reproductie moderne
si actuale, si anume inseminarea artificiala (IA) si embriotransferul (ET).

Inseminarea artificiala (IA) poate insemna o imbunatéatire semnificativa
a progresului genetic la bivoli, aplicarea sa practica a fost dificila datorita
exteriorizarii scazute a estului si a detectarii sale de catre om, a duratei variabile
a estrului si a dificultati de a prezice momentul ovulatiei. Mai recent,
dezvoltarea protocoalelor pentru sincronizarea ovulatiei si planificarea IA la
bivoli a fost utilizata pentru a depasi aceste constrangeri si pentru a putea folosi
IA pe scara larga.

Deoarece numarul bivolilor din Roméania scade continuu Tn ultimii ani,
aplicarea biotehnologiilor reproductive actuale la aceste rase este limitata. Cu
toate acestea, aceste IA sunt folosite ocazional in ferme private mici. In Italia,
tara consacrata cu traditie, in productia de bivolite din lapte, |A are cea mai
extinsa utilizare, dar o mare parte a fermelor inca mai folosesc tauri.

Astfel, prin organizarea si aplicarea biotehnicii de insdmantare artificiala
s-a Tncercat cresterea vitelelor de inlocuire folosind material seminal sexat si
testat genomic.

Cercerarile privind Tnsdmantarea artificiala la bivolitd au fost efectuate
la ferma "Terra di Bufala” pe bivolite din rasa Mediteraniana, varietatea Bivolul
Romanesc Indigen.
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Datorita faptului ca propietarul, la momentul studiilor, avea in vedere
dezvoltarea unei microferme si procesarea laptelui de bivolita s-a dorit
dezvoltarea unui nucleu de femele cu potential genetic crescut, acest nucleu
sa fie baza genetica a microfermei.

Folosirea in ferma pentru IA a materialului seminal sexat pune n
valoare aspectul genetic crescut al taurului prin spermatozoizi purtatori de
cromozom XX (femeli) si purtatori ai unor caractere productive ereditare
cunoscute si identificate prin markeri genetici.

Pentru a obtine la parturitie un numar de femele mai mare si cu valoare
genetica productiva au fost achizitionate doze de material seminal sexat de la
doi bivoli testati genomic de la: Associatzione Nazionale Allevatori Specie
Bufalina: Oro Mediterraneo si Anton del Parco (tabelul 10.1).

Tabelul 10.1
Indici morfologici la bivolii luati in studiu
Table 10.1
Morphological indices in the buffaloes studied

- IT059990127603 F Da 84 98,21  426,4
2
- IT071990106584 F Da 82 52,58 167

Prin utilizarea materialului seminal de la acesti doi bivoli s-a urmarit
transferarea caracterelor morfologice si productive de la mamele lor (din
ascendenta) bivolitelor din ferma luata in studiu

Utilizand caracterele productiei de lapte, Altiero si col. (1989) au gasit o
posibilitate de aflare a cantitati de Mozzarella, utilizata in programul de
evaluare genetica din Italia:

PKM = MY*{[(3,5*%P) + (1,23*%F) — 0,88]/100} in care

PKM = productia estimta de Mozzarella in kg

MY = cantitatea de lapte

%P = procentul de proteina

%F = procentul de grasime.

Criteriile importante in evaluarea morfologica a bivolitelor sunt grupate
in categorii de staturd, diametere longitudinale si transversale, lungimea
membrelor si rezistenta copitelor, glanda mamara.

Dupa cum se observa in fig. 10.1, ereditatea caracteristicilor variaza
mult, astfel putem spune ca, cu cat valorile calculate ale ereditatii trasaturilor
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morfologice sunt mai mari cu atat mai rapide sunt schimbarile genetice ale
trasaturilor respective. Ereditatea scazuta corespunde unei Tmbunatatiri
genetice mai lente.

Trasaturile DC, FOPA, LAAM si ARTP sunt traséaturi cu ereditate redusa
si acest lucru se observa in populatiile de bivoli, deoarece multe animale au
aceste caracteristici negative. Dimpotriva, STAT, PG si AM sunt trasaturi care
se Tmbunatatesc mai repede. Trasaturile cu ereditate redusa trebuie luate in
calcul pentru ameliorare.

La o evaluare morfologica a unui bivol caracteristicile din fig. 10.1 sunt
grupate pentru a putea nota cele patru trasaturi enumerate mai jos si care dau
evaluarea finala a animalului.

* SRT reprezinta evaluarea tuturor trasaturilor care identifica structura
unui bivol.

* ARTP reprezinta evaluarea tuturor trasaturilor picioarelor si
ongloanelor unui bivol.

* PP reprezinta evaluarea tuturor trasaturilor care influenteaza
capacitatea de productie a unui bivol.

* AM reprezinta evaluarea tuturor trasaturilor sistemului mamar al unei
bivolite.

* PG reprezinta evaluarea generala sau finala a animalului care contine
diferite asteptari, toate trasaturile componente. Rezultatul tuturor acestor
evaluari ne ajuta sa intelegem cat de aproape este animalul de modelul nostru
ideal (fig. 10.2 si fig. 10.3).

MORPHOLOGY TRAITS Hereditability TRASATURI MORFOLOGICE HERITABILITATE

h* 2
PG General Score 0,33 PG Scor general 0,33
STR Structure 0,25 STR Structura 0,25
ARTP Feet & Legs 0,19 ARTP | Picioare si copite 0,19
PP Dairyness 0,20 PP Lactatie . 0,20
AM Udder Composite 0,30 AM Compozitia ugerului 0,30
STAT Stature 0,39 STAT | Statura i 0,39
AT Chest High 0,23 AT Inalgmea pleptulm_ 0,23
LT Body Length 0.20 LT Lungimea corpului 0,20

" FOPA Forta Fetterlock 017
FOPA Fetterlock Strength 0,17 e

LAAM | Lungimea de atasare a mamelonelor 0,18

LAAM Front Udder Attachment Length 0,18 e oo e
LAPM Rf’ar EoegatiachmentVit 0,24 LAPM | Atasarea posterioard a ugerului 0,24
DPG | Distance to the Hock 0,27 DPG | Distanta dintre uger si jaret 027
bc jleatsibiection 015 DC Directia mameloanelor 0,15
LC Teats Length 0,21 LC Lungimea mamaloanelor 0,21

Fig 10.1 Valori ale heritabilitatii trasaturilor morfologice la bubaline luate Tn considerare de
Asociatia Nationala a Crescatorilor de Bivoli din Italia
Fig. 10.1 Values of heritability of morphological traits in buffaloes taken into account by the
National Association of Buffalo Breeders in Italy
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Fig. 10.2 Caracteristici morfologice ale
trasaturilor la bivol - vedere laterala
(www.cofa-it.com/Cataloghi)

Fig. 10.2 Morphological characteristics of
buffalo traits, lateral vision

LAPM

RearUdder Attachment 'With

e BPG

Bistance tothe Hock

bg

Teats Birection

Fig. 10.3 Caracteristici morfologice ale
trasaturilor la bivol - vedere caudala
(www.cofa-it.com/Cataloghi)

Fig. 10.2 Morphological characteristics of
buffalo traits, caudal vision

Evaluarea genetica si indicii obtinuti sunt folositi in selectia mamelor
taur si a planurilor de reproducere. Ipoteza de baza este ca o morfologie
particulard este asociatd cu o durata mai mare si cu o functionalitate si o
productivitate mai mare a bivolului, asa cum arata numeroase studii pe aceasta
tema (Nicolae loana, 2017).

10.2 Cercetari privind insaméantarea arficiala la bivolita

Intrebuintarea protocoalelor hormonale asociate cu FTAI (inseminare
artificiald programata) face ca reproductia la bivolite sa fie mai avantajoasa si
practica, in special, in timpul sezonului cu inactivitate sexuala sau activitate
sexuala redusa (Baruselli, 2001).

Temperaturile crescute au un efect negativ asupra functiei ovariene si
a fertilitatii la bivolite. Efectele fiziologice ale hormonilor pot fi influentate de
varsta bivilotelor, de hrana administratda acestora, de conditia fizicd si de
variatiile anotimpuirilor. In consecinta, a fost dezvoltatd o noua metoda, numita
Ovsynch, cu scopul de a sincroniza ovulatia, combinand GnRH si PGF2a.
Aceasta metoda a sincronizat ovulatia in 8 ore, comparativ cu 24 - 28 de ore
dupa a doua doza de GnRH.

10.2.1 Utilizarea protocolului Ovsynch si FTAIl unicornuala cu

material seminal sexat

Pentru sincronizarea estrului in vederea utilizarii insamantarii artificiale
s-a aplicat protocolului Ovsynch la un numar de 20 de bivolite multipare, la
peste 60 de zile postpartrum si aflate in perioada de lactatie. Au fost create
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doua loturi de cate 10 bivolite, care au fost alocate pentru IA utilizand material
seminal provenit de la taurii Oro si Aton.

Materialul seminal a fost achizitionat, transportat si pastrat in conditii
optime, de la S.C. Genomix, importator COFA si Associatzione Nazionale
Allevatori Specie Bufalina din Italia.

Din punct de vedere al sezonalitatii, bivolitele se aflau la sfarsitul
sezonul de reproductie, reprezentat de lunile februarie — martie 2017.

Lotul de bivolite a fost alcatuit dupa o minutioasa examinare generala
si ginecologica, ulterior s-a inceput protocolul terapeutic Ovsynch (Gn-RH,
PGF, Gn-RH) (fig. 10.4). Conform protocolului, femelele au primit in ziua zero
si noud, 0,01 mg acetat de buserelina (Receptal®) si PGF2a au primit in a
cincea zi, - cloprostenol 500 pg.IM (Estrumate®).

Scorul mediu corporal a fost de 3, femelele aveau un uter complet
involuat si sanatos. Ovarele nu au prezentat formatiuni patologice, iar
dimensiunea lor medie a fost de 2 cm. De asemenea, nici un corp luteal nu a
fost prezent la Tnceputul protocolului.

Pentru a preveni risipa, au fost inseminate doar bivolitele care erau cel
putin interesate de taur si care aveau un folicul dominant (DF) pe unul din ovare
(cel putin 0,9 mm) depistat ecografic. |A a fost efectuata la 18 ore dupa a doua
injectie cu Gn-RH (programata), cu depunerea spermei sexate doar in cornul
uterin congener ovarului purtator de folicul dominant.

GnRH PGF2cl GnRH l.A.
0 ziua 7 ziua 9 ziua 16-20 ore

Fig. 10.4 Schema protocolului de sincronizare Ovsynch a estrului la bivolitele (C.O.F.A.)
Fig. 10.4 Schematic, the Ovsynch protocol of the estrus buffaloes (C.O.F.A.)

Raspunsul ovarian in urma stimularii Ovsynch a avut rezultate bune
datorita selectarii femelelor anterior inceperii protocolului si a perioadei din an,
find la finalul sezonului de reproductie. In literatura de specialitate se
precizeaza ca estru la bivolite este ciclic si mai evident la femelele pluripare.

Din cele 20 de bivolite care au intrat in experiment au fost inseminate
doar 15 bivolite (75%) care au manifestat semne clinice de estru la testarea cu
masculul incercator si care in urma examinarii ultrasonografice a ovarelor s-a
vizualizat un folicul dominant.
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Acest procent este influentat si de biostimularea efectuata de malacii
incercatori situati Tn boxa vecina. Pe categorii de tauri, 8 (80%, 8/10) bivolite
au fost inseminate cu material seminal sexat de la Oro, iar 7 (70%, 7/10) bivolite
cu Aton (tabelul 10.2).

Tabelul 10.2
Rezultatele efectarii IA dupa sincronizarea estului cu protocolul Ovsynch
Table 10.2
The results of performing IA after synchronization of estrus with the Ovsynch protocol

Nr

% Femele Masculi

. Oro 10 100 8 80 4 50 4/4 (100%) 0/0 (0%)

. Aton 10 100 7 70 5 71,4  4/5(80%) 1/5 (20%)
20 100 15 75 9 60  8/9(88,8%) 1/9 (11,1%)

In ceea ce priveste diagnosticul de gestatie acesta a fost facut ecografic
la 45 - 50 de zile de la |A si reconfirmat la 60 de zile.

Rata conceptiei totala a protocolului de Ovsyinch cu |A sexatéa raportata
la numarul de insamantari efectuat a fost de 60%, fiind diagnosticate gestante
un numar de 9 bivolite din 15. Pe categorii de tauri procentele au fost 50% la
Oro (4/8) si 71.4% la Aton (5/7).

Comparand rata conceptiei (60%) obtinuta in urma efectuarii acestui
experiment cu datele din literatura de specialitate putem spune ca aceasta este
mai mare fatd de rezultatele obtinute de alti autori. De exemplu, De Araujo
Berber RC, s.a. in 2002, folosind protocolul Ovsynch, au raportat o ratd a
conceptiei la inseminarea artificiala de 56,5% 1in timpul sezonului de
Tmperechere. Dat fiind faptul ca a fost aplicatéd biotehnica de insamantare
artificiald pentru prima data in aceasta ferma si ca s-a folosit material seminal
cu valoare genetica ridicata, rezultatul obtinut ne confera perspective de
dezvoltare si progres genetic privind bivolul indigen.

Utilizand protocolul Ovsynch, Baruselli (2001) a avut o ratd a conceptiei
de 48,8% la bivolitele inseminate in timpul sezonului de imperechere (toamna-
iarna) si de 6,9% la cele inseminate in timpul sezonului de neimperechere. Alti
autori au raportat o rata a conceptiei la inseminarea artificiala care variaza intre
36,0% si 42,55% daca este folosit in perioada in care estrul nu este prezent
(Neglia s.a., 2009).

123



La parturitie au fost obtinuti 9 fetusi vii si viabili din care raportul dintre
sexe a fost de 88,8% femele. Doar la taurul Aton a fost obtinut un singur
mascul.

Afirmam ca obiectivul de crestere a potentialului genetic la bivolite prin
folosirea insamantarii artificiale cu material sexat devine realizabil.

10.2.2 Implementarea insamantarii artificiale in ferma BRADANO
RIVER

In luna iulie (extrasezon), anul 2017 a fost organizat un studiu privind
aplicarea biotehnologiilor de reproductie la bivolita la societatea Bradano River
din Irsinia — Italia. Materialul biologic a fost reprezentat de 41 de bivolite din
linia Mediteraniana, exploatate pentru productia de lapte. Toate femelele au
fost pluripare, aflate in lactatie si se prezentau intr-o stare buna, fiind in
puerperium tarziu (60 - 80 zile PP).

Metoda de inducere a estrului a constat in aplicarea protocolului
Ovsynch si fixarea (programarea) timpului (momentului) de insamantare (FTIA)
la 16 - 20 de ore dupa cea de-a doua administrare de GnRH.

Tehnica de Tnsamantare folosita a fost metoda clasica Anglo-Saxona,
prin reperarea cervixului transrectal si pasajul acestuia bimanual cu ajutorul
pistoletului Cassou. Pentru a preveni contaminarea bacteriana a pipetei a fost
folosita si o camasa de protectie din material plastic.

S-a folosit material seminal congelat in paiete de 0,25 ml cu 10 - 18
milioane spermatozoizi, provenit de la Centrul Operativ de Inseminari Artificiale
C.O.F.A. Cremona, Italia.

Toate bivolitele, Thainte de inseminare, au fost examinate ecografic cu
TringaVet, si s-a constatat ca pe unul din ovare era dezvoltat un folicul matur.
Dimensiune foliculilor a variat de la 0,8 la 2 cm, ceea ce demonstreaza ca
aplicarea protocolului de stimulare a estrului a functionat, ducand la cresterea
si maturarea unui folicul ovarian.

Cu toate ca pe ovare au fost identificati foliculi dominanti, nu toate
femelele au manifestat si semne clasice de estru. La momentul experimentului
in locatia fermei temperatura medie a fost caniculara. Semnele
comportamentale legate de exprimarea libidoului si apetitul pentru hrana nu a
fost modificate evident la bivolite in momentul insamantarii. O mica parte dintre
acestea au prezentat modificari locale ca evidentierea mucusului de calduri,
dar in cantitati moderate, si un grad moderat de congestie vaginala (fig. 10.5).

Manopera de insamantare a fost uneori dificila deoarece uterul devenea
hiperkinetic si tonic daca procedura dura mai mult de 2 - 3 minute.
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Fig.10.5 Bivolita cu scurgeri estrale Fig.10.6 Padocuri cu umbrare, sistem de

moderat cantitativ ventilare si dusare pentru bivolite
Fig.10.5 Buffalo with moderately Fig.10.6 Shovel paddocks, ventilation and
quantitative estrous discharge shower system for buffaloes

Conform protocolului au fost inseminate toate cele 41 de bivolite cu s-
au fara manifestari clinice estrale. Diagnosticul de gestatie a fost stabilit la 35
de zile dupa inseminare prin ecografie, cand au fost diagnosticate 20 de bivolite
gestante din 41, rata gestatiei a fost de 48,8%.

Din punct de vedere climatic, in perioada desfasurarii protocolului
temperatura ambientala pe timpul zilei a masurat 42°C, fiind fara precipitatii,
aceasta clima persista de peste 30 de zile. Pentru a contracara efectele
negative ale climei, in padocuri si pe aleele de serviciu au fost amplasate
aspersoare cu apa si ventilatoare (fig. 10.6).

10.2.3 Aplicarea insamantarii artificiale in S.C.D.C.B. Sercaia

Protocolul fermei Statiunii de Cercetare si Dezvoltare pentru Cregterea
Bubalinelor Sercaia, Brasov (S.C.D.C.B. $ercaia), in ceea ce priveste
insaméantare artificiala este de a aplica aceasta biotehnica doar in sezonul
rece.

Managementul fermei foloseste la IA doar loturile de femele sanatoase
clinic si ginecologic si cu stare de intretinere buna, cu un scor corporal de 3 -
4. Din experientele anterioare, in perioada de stabulatie si datorita sezonalitatii
bivolitelor, manifestarea fazei estrale este foarte scazuta. Pentru a nu avea
pierderi economice S.C.D.B. Sercaia foloseste un protocol de inducere a
estrului bazat pe inducerea luteolizei cu PGF2a.

Din categoria bivolitelor negestante, cu o perioada puerperala de peste
60 de zile si sanatoase din punct de vedere clinic si ginecologic au fost
selectate un numar total de 34 bivolite in cei doi ani de studiu 2017 si 2018.

in anul 2017 au fost selectate pentru inducerea estrului 11 bivolite, iar
in anul 2018, 23 de bivolite. Aceste femele selectate pentru aplicarea
protocolului de inducere a estrului aveau pe unul din ovare un corp luteal n
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faza active - de eflorescenta. Doar in aceasta faza CL este secretor si produce
progesteron poate fi diagnosticat clinic prin palpare transrectala (ETR).

Insamantarea artificiala a fost efectuata de catre un tehnician-operator
cu experienta, prin metoda bimanuala tactil-recto-cervicala. Materialul seminal
utilizat a fost preluat de la Oficiu de Ameliorare in Reproductie si Zootehnie din
regiunea Fagarasului. Materialul seminal avea provenienta italiana, din tauri de
bivol din linia Mediteraniana, cu caracteristici valoroase.

Diagnosticul de gestatie a fost pus prin metode clinice transrectale dupa
80 de zile de la IA. Uneori diagnosticul de gestatie se suprapunea cu examenul
ginecologic programat la iesirea din stabulatie.

Tn urma tratamentului pentru inducerea luteolizei cu preparatul Proliz Tn
doza de 2 ml administrat i.m. (cloprostenol 0,2 mg/ml solufie injectabila)
81.82% bivolite au raspuns la terapie in anul 2017 (9 bivolite) si 52,17% bivolite
in anul 2018 (12 bivolite).

Din totalul bivolitelor insamantate arificial s-a ajuns ca rata conceptiei
pentru perioada luata in studiu sa fie de 33.3% (3/9) pentru anul 2017, iar
pentru anul 2018 de 50% (6/12) (tabelul 10.3).

La S.C.D.B. Sercaia biotehnica insamantarilor artificiale are o pondere
foarte scazutd in ceea ce priveste managementul reproductiei. Datorita
protocolului de organizare si functionare a fermei, |A are un caracter sezonier
si se aplica doar in sezonul rece. In perioada de primévara-toamna se practica
monta naturala libera pe pasune, iar in perioda de iarna monta cu taurii de bivoli
aflati in stabulatie este interzisa pentru a inlatura producerea accidentelor.

Tabelul 10.3
Rezultatele efectarii IA dupa sincronizarea estului prin luteoliza
Table 10.3
The results of performing I.A. after synchronization of the east with the luteolysis protocol

o Rata- Rata-
Bivolite  Estru-A conceptiei fatarii*
Nr. % Nr. % Nr. % Femele Masculi Nr. %

213 1/3
2017 11 100 9 818 3 33,3 (66,6%)  (33.3%) 311 27,3

4/6 2/6
m 23 100 12 522 6 50 (66,6%) (33.3%) 6/23 26,1

tal-/- 6/9 3/9
3 100 21 618 9 429 oov (33,3%)

*Rata fatarii raportata la numarul de femele la care s-a aplicat protocolul de luteoloza

9/34 26,5

Rezultatele inducerii estrului in stabulatie utilizand PGF2a pentru toata
perioada luata in studiu (2017-2018) 61,8% dintre femele au intrat in calduri
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(21/13). Rata fatarii raportatéa la numarul de bivolite carora li s-a aplicat
protocolul de luteoloza a fost in medie de 42,3% (9/34), iar pe ani de 27,3%
(3/11) in 2017 si de 26,1% (6/23) in anul 2018.

Referitor la sexul produsilor obtinuti din .A. in perioada de stabulatie
permanenta perioada anilor 2017 si 2018, 33,3% (3/9) din totalul produsilor
obtinuti este reprezentat de masculi, in timp ce femelele reprezinta 66,6% (6/9)
din numarul produsilor de conceptie.

10.3 Cercetari privind biotehnica embriotranferului la bivolita

Biotehnica embrio-transferului se bazeaza pe exploatarea si
transmiterea la descendenti a caracterelor productive ale femelelor. Practic se
doreste obtinerea mai multor produsi de la o femela superioara din punct de
vedere productiv si reproductiv intr-un timp cat mai scurt.

Un embriotransfer prin tehnica in vivo cu succes necesita manipularea
estrului si a ovulatiei donatoarei si sincronizarea acestora cu cele ale
receptoarei.

Pentru majoritatea speciilor, protocoalele de FIV sunt disponibile si
ofera cantitati mari si suficiente de ovule fertilizate, ducand la o productie de
embrioni viabili care se pot dezvolta ntr-un produs de conceptie normal dupa
transferul la femelele receptoare. Biotehnica manipularii ovocitelor animale si
umane este o etapa esentiala in procesul de fertilizare in vitro si rezultatele
acestuia sunt dependente de calitatea gametilor femeli. Aceasta etapa se
bazeaza pe productia de embrioni utilizati pentru cercetare, pentru tratarea
infertilitatii la oameni si animale, pentru cresterea productivitatii la animalele de
ferma si pentru protejarea speciilor pe cale de disparitie.

10.3.1 Protocoale de embriotransfer in vivo la bivolita

Au fost efectuate protocoale de embrio-transfer la bivolite intre anii 2017
— 2019 care au vizat punerea in valoare a femelelor cele mai productive din
ferme la momentul respectiv.

Transferul de embrioni in vivo reprezinta procesul prin care mai mulfi
embrioni sunt extrasi de la nivelul coarnelor uterine ale unei bivolite donatoare,
cu caracteristici morfo-productive superioare, si transplantati in uterul mai
multor bivolite receptoare care vor purta gestatia pana la termen.

Tehnica transferului de embrioni presupune parcurgerea urmatoarelor
etape: selectia si pregatirea bivolitelor donatoare; selectia si pregatirea
bivolitelor receptoare; sincronizarea estrului si ovulatiei la bivolitele donatoare
si receptoare; inducerea poliovulatiei si insamantarea artificiala a bivolitelor
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donatoare; recoltarea embrionilor; conservarea embrionilor; transferul
embrionilor.

Selectarea bivolitelor donatoare. Acestea trebuie sa fie femele de mare
valoare, care sa justifice investitia, selectia facandu-se pe baza criteriilor
genotipice si fenotipice, dupa performantele descendentilor. Ele trebuie sa fie
femele sanatoase din punct de vedere reproductiv cu un aparat genital normal,
in puerperium fiziologic, trebuie sa aiba cicluri regulate (18 - 24 zile) si sa fie la
60 de zile postpartum. In general, bivolitele care au in istoric afectiuni
reproductive, nu vor fi selectate ca donatoare.

Poliovulatia donatoarelor. Poliovulatia este procesul prin care se
stimuleaza eliberarea in cadrul aceluiasi ciclu a unui numar mai mare de ovule
comparativ cu numarul caracteristic speciei. Principiul acestei etape consta in
administrarea uneia sau mai multor doze de hormoni foliculo-stimulatori (FSH
sau PMSG) pe fondul unui corp luteal pe ovar (producator de progesteron),
care este luteolizat de o PGF2a si suplimentarea hormonului de luteinizare (LH
sau HCG) pentru a stimula fenomenul ovulator.

Recoltarea embrionilor. S-a folosit metoda flusing-ului de prelevare a
embrionilor, a carei principiu consta in spalarea coarnelor uterine cu un mediu
special preparat, spalare care se realizeaza in conditii de asepsie in ziua 6 — 7
de la insamantare (fig. 10.7).

In conditile de ferma, recoltarea embrionilor s-a ficut intr-un spatiu
special destinat, dupa contentia adecvata, s-a leagat coada animalului, s-a
facut toaleta si dezinfectia regiunii perivulvare. Pentru a suprima durerea, s-a
efectuat anestezia epidurala cu 4 - 6 ml Procaina 2%, care blocheaza nervii
coccidieni si ultimele perechi de nervi sacrali (S3, S4, S5).

Urmatorul pas a fost aprecierea raspunsul femelei la tratamentul
poliovulator, s-au examinat cu atentie ambele ovare si s-au numarat corpii
luteali, ecografic.

Ulterior s-a introdus cateterul de tip Folley cu doua sau trei cai cu
mandren, prin conductul cervical pana in cornul uterin. Cateterul s-a introdus
circa 5 - 8 cm de la cervix dupa bifurcatia coarnelor uterine, pe unul dintre
acestea, apoi s-a introdus de la exterior, cu seringa, 8 - 15 ml de aer in scopul
fixarii cateterului si pentru a impiedica refularea prin cervix a lichidului de
spalare. Etapele au fost ghidate ecografic pentru garantarea reusitei tehnice
(fig 10.8 si fig. 10.9).

Recipientul ce contine lichidul de spalare s-a suspendat la 2 m de la sol
si, prin cadere, acesta a ajuns printr-o cale de admisie a cateterului cu doua
cai la care s-a adaptat o piesa in forma literei y, in coarnele uterine. Irigarea
acestora s-a facut continuu, calea de evacuare a lichidului fiind conectata,
printr-un tub de plastic, la vasul de colectare a mediului recuperat.
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Cantitatea de mediu care s-a folosit pentru spalarea unui corn uterin a
fost de 300 - 500 ml facandu-se irigari repetate si un masaj transrectal
permanent al cornului uterin spalat. Dupa prelevarea embrionilor, vasul cu
lichidul recoltat (100 - 150 ml) a fost lasat timp de 20 — 30 minute pentru
decantare.

Fig. 10.7 Metoda de recoltare a embrionilor prin flushing; A. schematic; B. original
Fig. 10.7 Method of harvesting embryos by washing; A. sketch; B. original

Plese wit, e 1 e Flatse it :
' ! ' ;
Fig. 10.8 Pasajul cervixului cu cateter. Se Fig. 10.9 Efectuarea flushing-ului pe varful
observa stiletul in interiorul corpului uterin cornului uterin
Fig.10.8 Passage of the cervix Fig 10.9 Flushing in the uterus horn.

Examenul embrionilor Tn lichidul recoltat s-a facut in conditii de asepsie,
igiena si la o temperatura constanta de 20 - 25°C. Embrionii bovinelor au un
diametru de 150 - 190 microni, zona pelucida avand o grosime de 12 - 15 ym.
Pentru identificarea embrionilor, s-a examinat la o stereolupa (magnificatie 30
- 60 uneori 80 - 200).

Dupa identificare embrionii au fost pasati in microplaci cu
embrioholding, un mediu ce asigura conservarea embrionilor pe timp scurt.

Embrionii de bivolitd au fost evaluati dupa mai multe criterii folosite la
evaluarea embrionilor de bovine, conform manualului IETS 2020. Aceste criterii
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sunt urmatoarele: regularitatea formei embrionului. gradul de compactare al
celulelor, uniformitatea blastomerelor, culoarea si textura citoplasmei,
diametrul embrionului, prezenta celulelor desprinse, regularitatea zonei
pelucida, prezenta de vezicule in citoplasma.

Tn urma unor cercetéri publicate in Bubaline Theriogenology IVIS (2015)
si Hafez, (2010) dezvoltarea embrionilor la bubaline au o evolutie mai rapida
cu aproximativ 24 h fata de embrionii bovini. Asadar, embrionul bovin in ziua a
7-a dupa fertilizare se afla in stadiul de dezvoltare de blastocist expandat, in
timp ce acelasi stadiu este atins la bubaline in ziua a 6-a de dezvoltare
(fig.10.10).

Female 1-cell
Pronucleus DAY 1

540?1‘85 4 Good quality morula Poor quality morula
Compact blastomerers Less number and
\0‘9’ \ i degenerating blastomeres

Trophoblast
(forms placenta)

Good quality blastocyst Poor quality blastocyst
Distinct and consistent cells Degenerating cells with
in inner cell mass and inconsistent inner cell mass
tropectoderm and tropectoderm

Hatching Blastocyst
DAY 6.7

Fig. 10.10 Stadiile de dezvoltare ale embrionului bubalin (Hufana-Duran si Duran, 2015).
Fig. 10.10 Developmental stages of the buffalo embryo (IVIS)

Manualul IETS (2020) explica ca evaluarea vizuala a embrionilor este
subiectiva si nu este considerata o stiinti exacta. In general se folosesc doar
embrionii de cod 1, dar se pot folosi si cel de cod 2 daca se ajunge la un
consens cu proprietarul.

Dupa identificarea si selectarea embrionilor acestia au fost incarcarcati
in paiete de 0,25 ml si cu ajutorul unui pistolet de tip Cassou s-au depus n
cornul uterin al bivolitelor receptoare corespunzator ovarului care are CL.

Selectia si pregatire receptoarelor. Receptoarele selectate pentru
transferul embrionilor obtinuti prin poliovulatie au fost bivolite sanatoase din
punct de vedere reproductiv, cu varsta de aproximativ 20 de luni, cu un scorul
de masa corporala de 3 - 4.

Pregatirea receptoarelor consta intr-o sincronizare cat mai perfecta a
ciclului sexual cu cel al bivolitei donatoare, momentul ET trebuie sa fie la
aceiasi varsta cu embrionul (6 zile dupa estru) (fig.10.11).
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Transferul propriu-zis al embrionilor la bivolitele receptoare s-a realizat
prin metoda nechirurgicala Aceasta metoda foloseste calea vagin-cervix,
asemanator insamantarii artificiale. Pentru transfer s-a folosit un pistolet tip
Cassou, dar mai lung si mai subtire, in care s-a introdus paieta cu embrionul
proaspat recoltat. Pentru a se evita contaminarea invelisului din material plastic
al pistoletului Cassou pe timpul traversarii conductului vestibulo-vaginal, s-a
fixat un al doilea invelis din material plastic care este sectionat pe toata
lungimea sa. Dupa ce pistoletul a ajuns in lumenul cervical, acest invelig
protector s-a retras. La circa 10 cm de bifurcatie, pe cornul uterin corespunzator
ovarului ce contine corpul luteal, s-a depus embrionul. Aceastd metoda este
exclusiv folosita in prezent. In vederea relaxarii cervixului, a evitarii contractiilor
organelor genitale s-a efectuat anestezia epidurala cu 4 - 6 ml Procaina 2%.

La 45 de zile dupa realizarea embriotransferului s-a facut diagnosticul
de gestatie in vederea stabilirii reusitei protocolului.

GnRH PGF2a GnRH Estru | 57 zile i
dupa .g
estru )

P 7 days : 48h = 1@h = 5 g

D\M— Day 7 D\ j9 D \A10 _

a a a a :
aPM 4PM phep BAM (17-azia
: protocolului

Fig. 10.11 Sincronizarea receptoarelor si momentul ET
Fig. 10.11 Receiver synchronization and ET timing

Experiment 1 ferma Terra di Bufala Razboieni

In data de 25 februarie 2017 a fost initiat un protocol de poliovulatie la
bivolita nr 8869. La acest experiment nu au fost sincronizate si bivolitele
receptoarele conform procedurii complete de embriotransfer. Bivolita a
prezentat semne spontane de estru in urma carora monta nu a fost efectuata.
Ulterior, la 7 zile a fost diagnosticat pe ovarul drept un corp luteal, in faza de
eflorescenta.

Dupa 11 zile de la estru (8 martie) a fost initiatd schema de poliovulatie
cu cinci zile de administrari de Pluset, de doua ori pe zi in doza descrescanda
(Pluset 1000 Ul, 10 ml solutie reconstituita) (fig. 10.12).

Odata cu administrare de Pluset de la ora 20:00 a fost administrata si o
doza de PGF2a (2 ml PGF Veyx Forte). Estru a debutat la 48 de ore. S-a
efectuat monta dirijaté cu taurul ION, nr. 08864 originar (Sercaia).

Dupa 6 zile femela de bivolita a fost examinata ginecologic si imagistic
identificandu-se doar trei corpi luteali pe ovarul stdng. Dimensiunea ovarelor a
fost de 6/5 cm ovarul stang si de 2/1 cm ovarul drept.
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Nu a fost posibila recuperarea embrionilor deoarece la pasajul
cervixului s-a produs o perforare a uterului lezionand structurile endometriale
ceea ce a facut ca experimentul sa se opreasca.

Apreciem un raspuns slab la tratamentul cu Pluset al ovarelor de bivolita
deoarece au produs ovulatia doar a trei foliculi pe ovarul stang. Mentionam ca
protocolul de poliovulatie a fost efectuat incepand din ziua a 11-a a ciclului
sexual.

Ziua 1: ora 8.00 3 ml (150 U FSH + 150 UL LH);
ora 20.00 3 ml (150 UI FSH + 150 UILH).
Ziua?2: ora8.002,5 ml (125 UTFSH + 125 UL LH);
ora 20.00 2,5 ml (125 UL ESH + 125 UL LH).
Ziua 3: ora 8.00 2 ml (100 ULFSH + 100 UL LH);
ora 20.00 2 ml (100 UL FSH + 100 UI LH) + 2ml Cloprostenol (PGF Veyx Forte).
Ziua4: ora8.00 15 ml (75 ULESH + 75 UL LH);
ora 20.00 1,5 ml (75 UL FSH + 75 UL LH).
Ziua 5: ora 8.00 1 ml (50 UIFSH + 50 UILH);
ora 20.00 1 ml (50 ULFSH + 50 UL LH).
Ziua 1 corespunde zilei 11 a ciclului estral.

Fig. 10.12 Protocolul de sincronizare al ovulatiei donatoarelor cu Pluset
Fig. 10.12 Ovulation synchronization protocol with Pluset

Recuperarea donatoarei s-a produs fara complicatii, dupa 30 de zile a
fost identificat ecografic evolutia unui nou val follicular, fara elemente de
patologie ovariana.

Experiment 2 ferma Terra di Bufala Razboieni

In iulie 2017 a fost demarat un nou studiu privind producerea de
embrioni bubalini in vivo.

Au fost selectate doua donatoare, bivolita cu numarul matricol 8043 la
a doua lactatie si cu peste 60 zile postpartum la care s-a administrat urmatorul
tratament de poliovulatie: PRID DELTA 11 zile in asociatie cu PG-PMSG (fig.
10.13) si bivolita care poarta numarul matricol 2013, la prima lactatie, careia i
s-a aplicat tratamentul de poliovulatie PRID-DELTA 11 zile — PG- FSHp (fig.
11.14). In momentul aparitiei estrului s-a efectuat monta dirijata a celor dou&
donatoare.

Bivolita cu numarul 8043 care a primit PMSG 2500 U.l. a avut o
reactivitate buna la tratament obtinandu-se in ziua flusingului patru embrioni.
Acestia au fost transferati la patru femele receptoare sincronizate si in urma
diagnosticului de gestatie efectuat la 45 de zile de la ET s-a stabilit ca o singura
receptoare a fost gestanta.
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Conform Asociatiei Roméane de Embrio Transfer (Raport ARET 2019 si
AETE), a fost raportata fatarea primul vitel de bivol obtinut prin ET la Bivolul
Indigen Romanesc.

ESTRU Flusing
- - - 12- 48 h la 6 zile de la
Spirale intravaginale P4 estru

11 zile (Pride Delta)

Recuperare
[ A — Tt
I formatiuni

Monta dirijata embrionare

Cu 24 hinainte de

X Ir Evaluare
[indepartarea n ziua embrioni
spiralelor (ziua 10) indepartari
administrare de PG spiralelor E.T.
administrare Inovulare la
de PMSG femelele
(ziua 11) receptoare

Fig. 10.13 Protocolul de sincronizare al ovulatiei donatoarelor cu
Spirale PRIDE DELTA-PG-PMSG
Fig. 10.13 Ovulation synchronization protocol with PRIDE DELTA-PG-PMSG
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3 ml Pluset ora 20:00 Evaluare
7 8 2.5 ml Pluset ora 08:00 embrioni
2 5 ml Pluset ora 20:00 ET
7 9 1.5 ml Pluset ora 08:00 '”f"eﬂ'j;?e'a
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Fig. 10.14 Protocolul de sincronizare al ovulatiei donatoarelor cu
Spirale PRIDE DELTA-PG-PLUSET
Fig. 10.14 Ovulation synchronization protocol with PRIDE DELTA-PG-PLUSET

Bivolita cu numarul 2013 in urma tratamentului cu Pluset a avut o
reactie slaba la tratamentul de poliovulatie. In momentul fazei estrale ovarul
drept a avut o dimensiune de 3/2 cm iar, sapte zile mai tarziu ovarul drept a
avut 3,5/3 cm cu prezenta a doi corpi luteali; ovarul stang a avut dimensinea
de 2,9/1,8 cm iar, in faza estrala 2,5/1,5 cm si un corp luteal in momentul
flusingului. Tn urma flusingului nu s-a reusit recuperarea embrionilor.
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Experiment 3 ferma Terra di Bufala Razboieni

In luna mai 2018 au fost selectate si poliovulate doua donatoare in
varstd de 5 ani aflate la a doua lactatie si intre 60 si 90 de zile postpartum.
Femele au fost inseminate la momentul estrului cu paiete de sperma
conventionala de la bivolul Oro di Mediterranea.

Donatoarea D1552 a fost poliovulata cu PMSG 2500 Ul, dupa protocolul
de sincronizare cu P4 — PG - PMSG - HCG, in urma caruia au fost observati
pe ovare foliculi evolutivi de diverse dimensiuni. In faza estrald au fost
identificati peste 8 foliculi cu dimensiuni 0,8 - 1 cm pe fiecare ovar, dar si un
folicul cu dimensiune mai mare, de 1,5 cm (fig. 10.15 si fig. 10.16).

In momentul flusingului pe ovare nu au fost identificati corpi luteali ci
doar foliculi de dimensiuni mari si unii dintre acestia cu septuri. Nu au fost
recuperate formatiuni embrionare.

Actiunea stimulatorie a PMSG a fost foarte ampla asupra ovarelor
carora le-a indus cresterea multor foliculi, dar rezultatul este nesatisfacator
deoarece acestia nu au ovulat, chiar daca a fost administrata la momentul
estrului si HCG 1500 UL.

Donatoarea D4623 a fost poliovulata cu PLUSET 1000 Ul dupa
protocolul cunoscut P4 — PG - FSHp.

Sincronizarea receptoarelor a fost facuta dupa schema P4 — PG -
PMSG-HCG. Au fost selectate 5 receptoare care toate au manifestat faza
estrald in acelasi timp cu donatoarele si ulterior procesul ovulator a fost de
100%, prin evidentierea CL eflorescent la 6-7 zile.

Tn momentul estrului au fost identificati pe ovare 6 - 8 foliculi de
aproximativ 0,6 -1 cm (fig. 10.17), iar in momentul flusingului au fost observati,
si alti catva foliculi de dimensiuni medii neovulati.

In urma protocolului de flusing au fost recuperati doi embrioni,
transferati direct (fig. 10.18), la doua receptoare sincronizate (4625 si 3061).
Diagnosticul de gestatie la 45 de zile de la transfer a fost negativ.

2018/05/17 10:14
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Fig. 10.15 Ovar de bivolita poliovulat cu PMSG, la |Fig.10.16 Ovar de bivolita poliovulat cu PMSG,
momentul estrului, se observa foliculi multipli dar de dupa 7 zile de la momentul estrului, se observa

dimensiuni medii foliculi neovulati polichistici
Fig. 10.15 Polyovulate buffalo ovary with PMSG, at the  Fig-10.16 Poliovulate buffalo ovary with PMSG,
time of estrus, multiple but medium-sized follicles are after 7 days from the time of estrus, ovaries

with polycystic unovulated follicles.

Fenale

Fig.10.17 Ovar de bivolita cu 6 foliculi, la Fig.10.18 Inocularea (transferul propriu-

momentul estrului n poliovulatia cu Pluset zis) embrionului obtinut invivo
Fig.10.17 Buffalo ovary with 6 follicles, at the Fig.10.18 Inoculation (actual transfer) of
time of estrus in the polyovulation with Pluset the embryo obtained in vivo

Experiment 4, SCDB, Sercaia

in anul 2019 la SCDB Sercaia s-a efectuat o ancheta ginecologica in
cursul careia sau selectate 4 bivolite, la 60 de zile de la fatare, nemontate si cu
tractusul genital normal si functional. Plecand de la cele mentionate mai sus,
s-a elaborat un program de transfer de embrioni, care a constat in admnistrarea
in ziua 0 PGF2a la toate cele 4 bivolite cu nr. matricole: 1852; 1971; 1253,
2557.

La acest experiment nu au fost selectate bivolite receptoare deoarece
s-a dorit congelarea embrionilor obtinuti in urma protocolului de sincronizare.

In urma acestei administrari, la examenul transrectal (E.T.R.) efectuat
n ziua a 3-a, s-a constatat ca nicio femela nu se afla in estrus (calduri). Astfel,
dupa 11 zile de la prima administrare s-a repetat doza de PGF2a la toate cele
4 bivolite, iar dupa 48 de ore, in ziua 13, trei femele din cele 4 se aflau Tn estru
cu mucus caracteristic (nr. matricol 1852, 1971 si 2557 iar, nr. 1253 a fost
nereactiva).

Au fost selectate, in final, ca donatoare de embrioni bivolitele cu nr,
matricol 1852 — D1 si 1971 — D2, iar dupa 10 zile de la estrus (in ziua 24 de la
prima administrare de PGF2a) se incepe tratamentul de poliovulatie cu
hormonul FSH-Pluset cu 1000 Ul (FSH/LH) astfel:

Ziua 1: AM —4 ml si PM - 4 ml i.m. FSH la donatoarea D1si D2;
Ziua 2: AM -3 ml si PM - 3 ml i.m., FSH la donatoarea D1si D2;
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Ziua 3: AM -3 ml si PM - 3mli.m., FSH la donatoarea D1si D2;

Ziua a 4-a: s-au efectuat observatji pentru depistarea estrului

Ziua a 5-a: s-au efectuat observatii pentru depistarea estrului.

Ziua a 6-a: s-au administrat 3 ml de Receptal i.m. la fiecare D1 si D2 si
peste 2 ore s-au efectuat I.A. cu 2 doze de material seminal congelat, apoi
insamantarea artificiala s-a repetat la 12 ore de la prima.

Ziua a-13-a: la 7 zile de la I.A. s-a facut recoltarea prin lavaje repetate cu
mediu PBS.

Pentru prelevarea formatiunilor embrionare din uterul bivolitei
donatoare s-a utilizat tehnica Neustadt Aish. Aceasta tehnica utilizeaza un
cateter de tip Rusth (Worllein), lung de 70 cm, cu doua cai. Introducerea in
cornul uterin se efectueaza sub control transrectal, dupa ce acesta a fost
rigidizat cu un mandren metalic adecvat.

Din punct de vedere stiintific, activitatea (reactivitatea/raspunsul)
ovariana la tratamentul de poliovulatie a fost diferit, in cazul celor doua femele.

La bivolita D1, pe ovarul drept s-au observat formatiuni luteale (2 CL) in
faze de organizare (fig. 10.19) si foliculi cavitari hiperecogeni neovulati, dar de
dimensiuni reduse (5 mm). Pe ovarul stang reactia de crestere foliulara si
ovulatia a fost mai buna, au fost identificati 4 CL (fig.10.20) si 4 foliculi neovulati
de dimensiuni reduse sub 5 mm, posibil sa mai fi involuat de la ziua 7 pana la
momentul flusingului.

n concluzie, reactia ovariana a fost favorabila in urma tratamentului cu
Pluset, dar activitatea ovariana de stimulare a dinamicii foliculare a fost limitata
deoarece s-a produs dezvoltarea si ovularea unui numar redus de foliculi.

In urma spalarii uterine si a evaluarii lichidului de flushing in filtre
separate nu au fost identificate formatiuni embrionare.

Conform literaturii de specialitate internationale, fenomenul de
poliovulatie este sub limita inferioara, dar aproape de aceasta.

La bilovita D2 ovarul drept a avut la examinare un numar de 4 CL in
faza de organizare, iar pe ovarul stdng nu a fost identificatd nicio structura
luteala. Aceasta donatoare a avut un raspuns slab ovulator.

Tratamentul de poliovulatie cu Pluset aplicat la bivolite, a avut efectul
asteptat poliovulator, identificandu-se astfel un nr total de 10 CL. Raspunsul
poliovulator general este sub datele oferite de alte experimente de aceasta
natura, posibil din cauza insificientei sustineri hormonale din timpul protocolului
terapeutic. La bivolita D2 ovarul stang a fost areactiv in ciuda dimensiunii sale.

Se recomanda n aceasta ferma folosirea schemei de poliovulatie de 5
zile, conform producatorului preparatului farmaceutic Pluset si Tn doze
descrescatoare, de doua ori pe zi, pentru sustinerea activitatii de crestere
foliculara pana la stadiul de folicul de Graaf si ovulatie.
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Pentru recuperarea embrionilor se recomanda folosirea a 60 ml lichid
de flusing urmat de decantare si evaluarea depozitului in sticle de ceas sterile,
protocol utilizat la BVN Neustadt, Germania. Daca se foloseste metoda
perfuziei + filtre de separatie, trebuie folosite filtre de unica folosinta (posibil ca
zigotii sa fi fost aglutinati sau blocati in filtru colmatat.).

] 1q_3ap
02:25.5an
AV:22.4an

.0 01 L 2018/07/22 9:21
Fig.10.19 Ovar de bivolita cu dimensiunea Fig.10.20 Ovar de bivolita cu 4 CL si
de 1,9/2,5 cm, si cu 2 CL, la momentul dimensiune de 1,77/2,9 cm
i flushing-ului uterin Fig.10.20 Buffalo ovary with 4 CL and size
Fig.10.19 Buffalo ovary with a size of 1.9/ of 1.77 /2.9 cm
2.5 cm, and with 2 CL, at the time of ’ ’
uterine flushing

2018 Statistics of embryo production and transter in domestic farm animals
Embryo industry on a new level: over one million embryos produced in vitro

By Joao Viana, Chair - IETS Data Retrieval Committee (henrique.viana@embrapa.br)

In: Embryo Technology Newsletter, v. 36, n.4, 2019
1. Executive summary

The International Embryo Transfer Society (IETS) Data Retrieval Committee presents the 28th annual report on the data collected
globally during 2019 for embryo transfer (ET) activities in 2018. No major change was observed in the number of countries submitting data this
year (21%; Table 1). In spite of the efforts of this committee, recovering data from Asia remains a challenge and the lack of numbers from Japan
in the past two years certainly contributed to blurry local trends in the embryo industry. On the other hand, we have comprehensive data from
most European and American countries where livestock is economically relevant. Thus, the numbers presented in this report are likely to
represent the main trends for the world ET activity.

Table 13. Other species: IVD and IVP embryo collections and transfers

Region/ IVD Embryos IVP embryos

Country Pushes | Embey Embryo transt Donors | O Embry Embryo transh
Fresh Frooen Fresh Frozen

Cervids

Argentina 8 38 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Buffalo

Italy 0 0 0 0 0 2 49 21 27 0

._“°f.".‘.'."-‘_. ~ i 6 0 - _O 0 0 0 0 0 0 0

Total 3 6 0 0 0 2 L] p31 27 0

Fig. 10.21 Extras din Raportarea IETS din 17.01.2020, SUA. Romania si ltalia au raportat
activitati de embrio-transfer la bubaline

Fig. 10.21 Quoted from the IETS Report of 17.01.2020, USA, Romania and Italy reported
embryo-transfer activities in buffaloes
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In urma rezultatelor obtinute dupa aceste experimente consideram ca
am adus plus valoare fermierilor implicati si am imbunatatit cunostintele in
domeniul biotehnologiei de reproductie la bivolul indigen romanesc. Prin
publicatiile aferente a fost crescuta vizibilitatea nationald si internationala a
reproductiei asistate la bubalinele din Romania.

Datele obtinute de noi in urma experimentelor de embrio-transfer la
bivolite, au fost raportate la IETS - Societatea Internationald de Embriotransfer
din SUA, si publicate in decembrie 2019, iar la conferinta anuala din data de
17 ianuarie 2020 au fost publicate activitatile privind ET la nivel international
din anul 2018. La capitolul alte specii —reprezentate de BUFFALO, in Europa
in anul 2018, numai ltalia (productia in vitro) si Roméania (in vivo) au raportat
asemenea procedure (fig. 10.21).

10.3.2 Tehnici de recoltare a ovocitelor

Calitatea ovocitei are impact asupra dezvoltarii, supravietuirii,
transformarii embrionare, instalarii, mentinerii gestatiei cat si a dezvoltarii
fetale.

Ovocitele obtinute prin punctia ovarelor provenite de la animalele
sacrificate sau a ovarelor obtinute prin ablatie, constituie cea mai buna sursa
gameti femeli. Aceste ovocite sunt imature si necesitd o maturate ,in vitro”.
Punctia si aspirarea foliculara (OPU) pe animalul viu permite folosirea
donatoarelor de ovocite cu potential genetic cunoscut.

Avantajele recoltarii ovocitelor la bovine si bubaline:

1) valorificarea ovocitelor animalelor cu genetice cunoscuta si trebuie
sacrificate de necesitate;

2) eficientizarea biotehnicii prin productia de embrioni in vitro;

3) obtinerea unui numarmai mai mare de embrioni pe animal comparativ
cu metoda conventionala a superovulatiei.

Dezavantaje si riscuri asociate procesului de recoltare a ovocitelor:

1) ovocitele recoltate pot fi compromise usor;

2) necesita resurse (financiare si timp);

3) poate cauza discomfort animalelor vii.

Maturarea ovocitelor in conditii de laborator

Ovaocitele prelevate din foliculii antrali, prin laparatomie sau sacrificarea
femelelor, reiau spontan meioza daca sunt plasate intr-un mediu special de
cultura, la 38°C, incubate ntr-o atmosfera de 5 % CO » Prezenta unui cumulus
compact si intact in momentul cultivarii ovocitelor favorizeaza reluarea meiozei
pentru majoritatea ovocitelor. S-a dovedit prin multiple experiente ca ovocitele
cultivate n foliculul lor se matureaza asemanator celei observate ,in vitro”.
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Aprecierea morfocitometrica si clasificarea ovocitelor

Pe baza aspectelor morfologice, ovocitele se incadreaza in doua clase
de calitate: ovocite mature (celulele cumulus expandate, prezenta primului
globul polar, citoplasma omogena sau granulate, zona pelucida integra si
spatiul perivitelin uniform) si ovocite degenerate (pierderi de celule cumulus,
citoplasma puternic granulata, vacuolizata, zona pelucida rupta, spatiu
perivitelin neuniform).

Dupa maturare complexele ovocita-cumulus se evalueazad cu
magnificatie de x3, x5, x7. Indicatorul maturarii ovocitelor este reprezentata de
transformarile aparute la nivelul complexelor ovocitd cumulus ooforus (COC).
Gradul de mucifiere si expandare a acestor celule a determinat gruparea lor in
5 categorii de calitate notate de la 0 la 4 (Downs, 1989).

Material si metoda

Cercetarile au fost realizate in martie 2019 pe ovarele a cinci bivolite
din ferma Terra di Bufala, loc Razboieni, lasi.

Pentru acest experiment a fost necesara o specializare Tn doi ani diferiti
la Laborator de Fertilizare in Vitro de la BVN, din Neostadt VA, Germania. Prin
doua contracte de mobilitate a doctoranzilor (UEFISCDI/MD) am efectuat stagii
de practica si perfectionare in vedere recoltarii ovocitelor si FIV la bovine sub
indrumarea Dr. Adriane Wenigerkind si a Dr. Nonher Hans Peter.

Dupa sacrificarea bivolitelor, ovarele au fost colectate intr-un recipient
termoizolant ce continea o solutie salina de NaCl 0,9% la temperatura de 37°C.
Acestea au fost transportate in laborator imediat dupa recoltare, pana in 4 ore.

Metoda de lucru

* Ovarele s-au tamponat cu servetele de hartie pentru inlaturarea
excesului de ser fiziologic, lichide biologice etc.;

«  Cu ajutorul unei pense hemostatice s-a fixat ovarul de hilul ovarian si s-
a inceput sectionarea propriu-zisa pentru eliberarea ovocitelor din masa
ovarului;

* S-a sectionat toata suprafata ovarului, evitdndu-se pe cét posibil
sectionarea corpilor luteali (pentru a reduce contaminarea cu sange) si a
foliculilor maturi (deoarece contin ovocite mature, nedorite pentru maturarea in
vitro)

+  S-aspalat cu jet de solutie PBS-modificata suprafetele sectionate;

*  Mediul obtinut s-a filtrat printr-o sitd pentru separarea pariculelor de
mari dimensiuni;

»  Lichidul astfel filtrat s-a trecut prin sita coproparazitologica, aceasta a
retinut tesuturile ce inglobeaza ovocitele;

«  S-aclatit bine recipientul deasupra sitei mai sus mentionata.
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*  Fractiunea retinutéd s-a depus intr-o placa petri de cautare, iar sita
coproparazitologica s-a clatit bine cu jet de solutie PBS-modificata deasupra
placii petri.

+ Placa petri s-a directionat spre laborator in vederea identificarii s
recoltarii propri-zise a ovocitelor.

Ovocitele au fost recoltate prin doua metode: metoda punctiei si
aspiratiei foliculilor mari si metoda felierii ovarelor. Cu ajutorul unei seringi de
10 ml prevazuta cu un ac de 18G, s-a patruns in corticala ovariana si au fost
patrunsi cat mai multi foliculi. Dupa recoltarea ovocitelor din foliculi, acestea au
fost evaluate la stereomicroscop, ovocitele bune pentru maturare au fost
transferate intr-o alta placa cu mediu de recoltare in scopul spalarii acestora
de resturile foliculare.

10.3.3 Aprecierea morfologica a ovocitelor pentru maturarea ,,in

vitro”

Pe baza caracterelor morfologice identificate (aspectul zonei pelucida,
cumulusului ooforus, citoplasmei, spatiului perivitelin) ovocitele de bivolita
recoltate prin intermediul celor douad metode au fost incadrate in doua clase de
calitate: ovocite ,cultivabile” si ovocite ,necultivabile”. Analiza morfocitometrica
s-arealizat |la stereolupa cu camera IP, si analizata cu softul Motic Images Plus
ludndu-se in studiu grosimea zonei pelucida, grosimea cumulusului, diametrul
ovocitei. Masuratorile morfocitometrice efectuate au permis reancadrarea
ovocitelor Tn patru clase de calitate: clasa I-a (A), clasa a llI-a (B), clasa a lll-a
(C), clasa a IV-a (D).

Criterii de evaluare morfologica necesare pentru clasificarea
ovocitelor:

v’ aspectul zonei pelucida: sfericitate, grosime, integritate;

v' aspectul cumulusului ooforus: numar straturi de celule, compactare,
expansiune;

v/ aspectul citoplasmei: textura citoplasmei, prezenta vacuolelor,
granulatie, opacitate, omogenitate;

v’ aspectul spatiului perivitelin: prezenta celulelor detasate, grosime,
uniformitate;

v’ aspectul ovocitei: forma generala, regularitate, opacitate, diametru.

Rezultate si discutii

Ovarele celor trei bivolite sacrificate au fost examinate macroscopic iar
dimensiunea acestora a variat intre 1,2 si 2,5 cm. Au fost observati foliculi
cavitari in diverse faze de evolutie. Un singur ovar nu prezenta foliculi antrali
vizibili (3-5 mm).
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Prin punctie si aspirare, ca tehnici de recoltare, au fost colectate
lichidele foliculare si ovocitele (cumulus complex-ovocitd) din foliculii mari. Din
cauza valurilor foliculare intermitente si cu evolutia unui numar mic de foliculi
evolutivi, dublata si de influenta sezonalitatii, pe suprafata ovarelor au fost
identificati un numar redus de foliculi antrali ce au putut fi punctionati si aspirati
(11) (fig. 10.22 si fig 10.23).

Dupa examinarea la stereolupa raportul folicul / ovocita identificat a
fost de 11/5, procentul reusitei fiind de 45,45%.

Prin felierea ovarelor, ca tehnica de recoltare a ovocitelor imature, s-au
obtinut un numar de ovocite mult mai bun comparativ cu metoda anterioara. in
urma identificarii ovocitelor au fost recuperate un numar de 51 de complexe
ovocite—cumulus. Apreciem astfel ca rata medie de recoltare a ovocitelor de
bivolita este de 8,5 / ovar, in conditile sezonului de primavara.

Fig. 10.22 Recoltarea ovocitelor de bivolita prin punctie si aspirare
Fig. 10.22Collection of buffalo oocytes by puncture and aspiration

Fig. 10.23 Recoltarea ovocitelor de bivolita prin felierea ovarelor
Fig. 10.23 Collection of buffalo oocytes by slicing the ovaries

Totalul ovocitelor recoltate din ovarele de bivolita, dupa sacrificare a fost
de 56. Procentual, 8,93% (5/56) au fost obtinute prin punctie foliculara si
91,07% (51/56) prin feliere ovariana.
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In ceea ce priveste calitatea ovocitelor recoltate, dupa evaluarea
morfologica la stereolupa, urmarind criteriile de clasificare, ovocitele au fost
incadrate in doua clase principale: ovocite cultivabile si ovocite necultivabile.

Tn categoria ovocitelor cultivabile au fost incluse ovocitele clasate Tn
grupa A si B (clasele | si |l de calitate), iar in categoria de ovocite necultivabile
au fost incluse ovocitele din grupa C si D (clasele Il si V).

Din totalul de 56 de ovocite 46,42 % (26/56) au reprezentat ovocite
cultivabile (fig. 10.24, fig. 10.25), acestea au un aspect uniform cu structura
asemanatoare si grad de dezvoltare asemanator, reprezentand o populatie de
ovocite care pot continua cu succes etapele urmatoare ale fertilizarii in vitro.

Putin peste jumatate dintre ovocitele de bivolita recoltate si evaluate au
fost clasificate ca fiind necultivabile 53,57% (30/56) (fig.10.26, fig. 10.27). Acest
procent este influentat de variabilitatea genetica a ovogenezei si
foliculogenezei la bivolita, tehnica de lucru si metoda de recoltare.

Daca apreciem calitatea ovocitelor obtinute doar prin felierea ovarului,
grupa ovocitelor cultivabile ar fi mai mare 47,05% (24/51), dat fiind faptul ca au
fost punctionati si foliculi care s-au dovedit a fi atrezici (2/11, procent de 18,18%
ovocite cultivabile raportat la numarul de foliculi punctionati). Foliculii atrezici
au generat ovocite de calitate inferioara, care la examinare dupa doua spalari
succesive au aparut ca denudate de cumulus ooforum si cu cromatina
condensata si fragmentata.

Studii recente dezvoltate pe ovare de bivolita demonstreaza ca
productia de embrioni in vitro este influentata si de sezonalitate. La latitudinile
italiene, bivolul (Bubalus bubalis) este o specie sezoniera poliestra, care
prezinta o eficienta reproductiva imbunatatita atunci cand lumina zilei scade
(toamna).

A fost efectuat un studiu cu privire la influenta sezonului asupra ratei de
recuperare a ovocitelor de bivol, asupra calitatii ovocitelor, evaluata pe baza
morfologica si competenta de dezvoltare dupa fertilizarea in vitro. In acest
scop, ovarele de bivol au fost colectate de la un abator local si ovocitele
obtinute prin aspirarea foliculilor au fost evaluate, clasificate si, daca au fost
considerate de buna calitate, au fost transferate diferitelor proceduri ale IVEP,
(Hufana-Duran si Duran, 2015).
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Fig. 10.24 Ovocite de calitate superioara incadrate in clasa | (A)

Complexul cumulus ooforum este evident, compact, Tn multe straturi in jurul ovocitei,
membrana pelucida integra, spatiu perivitelin evident, cromatina fin granualra si omogena
Fig. 10.24 High-quality oocytes in Class | (A)

The cumulus ooforum complex is obvious, compact, in many layers around the oocyte

Fig. 10.25 Grup de ovocite (complex ovocita-cumulus) incadrate in clasa a ll-a (B). Straturi
cumulus compacte, ooplasma granulara, spatiu perivitelin evident
Fig. 10.25 Group of oocytes (cumulus oocyte complex) classified in class Il (B). Compact
cumulus layers, granular ooplasm, obvious perivitelline space
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Fig. 10.26 Ovocite incadrate in clasa Ill (C) cu cromatina fragmentata
si vacuolizata, putine straturi de cumulus
Fig. 10.26 Class Il (C) oocytes with fragmented and vacuolised
chromatin, few cumulus layers

Fig. 10.27 Grup de ovocite incadrate n clasa IV (D) cu cromatina condensata, membrana
pelucida fracturata, cumulus lipsa s-au neomogen
Fig. 10.27 Group of class IV (D) oocytes with condensed chromatin, fractured pellucid
membrane, missing cumulus were inhomogeneous
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in general, nu s-au gasit diferente In ceea ce priveste recuperarea
ovocitelor pe ovar intre anotimpuri, dar interesant, procentul de ovocite mici a
fost mai mare (P <0,05) in prim&vara si vara (0,9 + 0,1 si 0,9 + 0,2) comparativ
cu toamna siiarna (0,3 +0,1si 0,2 £0,1). Atat scindarea, céat si rata embrionilor
au crescut in perioada octombrie-decembrie (71,7 + 3,1 si respectiv 26,5 + 2,1)
comparativ cu perioada din aprilie pana in iunie (58,0 + 2,4 si respectiv 18,8 +
1,6), reflectand astfel reproducerea in vivo.

Cu toate acestea, merita subliniat faptul ca embrionii transferabili au fost
produsi in vitro, chiar si Tn timpul sezonului nefavorabil, dar cu o eficienta
scazutd. In concluzie, autorii aratd ci aceste rezultate sugereaza evitarea
colectarii ovocitelor Tn timpul primaverii atunci cand pot fi planificate sesiunile
OPU pentru a economisi resurse si a imbunatati raportul beneficii / costuri.

10.4. Concluzii partiale

1. Rata conceptiei totala a protocolului de Ovsyinch cu FTIA unicornuala
Si cu sperma sexata in ferma Terra di Bufala, a fost de 45%. Pe categorii de
tauri procentele au fost 40% la Oro si 50% la Aton.

2.  La parturitie au fost obtinuti 9 fetusi vii si viabili din care raportul dintre
sexe a fost de 88,8% in favoarea celui femel. Afirmam ca obiectivul de crestere
a potentialului genetic la bivolite prin folosire insamantarii artificiale cu material
sexat poate deveni realizabil.

3.  Dezvoltarea embrionilor de bubaline au o evolutie mai rapida cu
aproximativ 24 h fata de embrionii bovini. Asadar, embrionul bovin in ziua a 7-
a dupa fertilizare se afla in stadiul de dezvoltare de blastocist expandat, in timp
ce acelasi stadiu este atins la bubaline in ziua a 6-a de dezvoltare.

4, Dupa protocolul de sincronizare OvSynch aplicat la ferma Bradano
River Italia, in extrasezon, rata gestatiei a fost de 48%.

5. La SCDB Sercaia, rata medie a fatarii in urma tratamentului pentru
inducerea luteolizei a fost de 33.3% (2017) si de 50% (2018).

6.  Bivolita cu numarul 8043 careia i s-a facut tratamentul de poliovulatie
PRID DELTA 11 zile, PG-PMSG 2500 U.I. a avut o reactivitate buna obtinandu-
se Tn ziua flugingului patru embrioni si o rata a fatarii de 25 %.

7. Conform Asociatiei Roméane de Embrio Transfer (Raport ARET 2019 si
AETE), a fost raportata fatarea primul vitel de bivol obtinut prin ET la Bivolul
Indigen Romanesc.

8. Sincronizarea receptoarelor a fost facuta dupa schema P4-PG-PMSG-
HCG. Au fost selectate 5 receptoare care toate au manifestat faza estrala in
acelasi timp cu donatoarele si ulterior procesul ovulator a fost de 100%, prin
evidentierea CL eflorescent la 7 zile.
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9. Datele obtinute de noi in urma experimentelor de embrio-transfer la
bivolite, au fost raportate la IETS - Societatea Internationald de Embriotransfer
din SUA, si publicate in decembrie 2019, iar la conferinta anuala din data de
17 ianuarie 2020 au fost publicate activitatile privind ET la nivel international
din anul 2018. La capitolul alte specii —reprezentate de BUFFALO, in Europa
in anul 2018, numai ltalia (productia in vitro) si Roméania (in vivo) au raportat
asemenea proceduri.

10. Valurile foliculare intermitente cu evolutia unui numar mic de foliculi
evolutivi dublatd si de influenta sezonalitati, au dus la dezvoltarea si
identificarea un numar redus de foliculi antrali ce au putut fi punctionati si
aspirati.

11. Metoda de recoltare prin punctia si aspiratia foliculilor de bivolita are un
procent de reusita de 45,45%, raportul folicul / ovocita identificata a fost de
11/5.

12. Prin felierea ovarelor, ca tehnica de recoltare a ovocitelor imature, rata
medie de reusita la bivolita este de 8,5/ ovar.

13. Totalul ovocitelor recoltate din ovarele de bivolita dupa sacrificare a fost
de 56. Procentual, 8,93% au fost obtinute prin punctie foliculara si 91,07 % prin
feliere ovariana.

14. Din totalul de 56 de ovocite 42,85 % au reprezentat ovocite cultivabile,
acestea au un aspect uniform cu structura asemanatoare si grad de dezvoltare
asemanator, reprezenténd o populatie de ovocite care pot continua cu succes
etapele urmatoare ale fertilizarii in vitro.

15. Comparativ cu bovinele (20-40 ovocite/ovar), numarul de ovocite
recoltate este mic (9,3 ovocite/ ovar), si genereaza un procent de sub 50%
ovocite de buna calitate ce pot fi cultivate si folosite in etapele ulterioare FIV-
ului.
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11. PARTICULARITATI MORFO-FUNCTIONALE ALE
APARATULUI GENITAL LA BIVOLITA

11. MORPHOFUNCTIONAL PARTICULARITIES OF THE
GENITAL SYSTEM IN BUFFALOES CAW

Ovarele sunt vitale pentru functionarea aparatului genital femel,
dezechilibrul acestora compromitand functia ciclica de reproducere. Asadar
cunoasterea si diagnosticarea afectiunilor ovariene este importanta, adesea
acestea find factorul care duce la sacrificarea bivolitelor din cauza
infencunditatii sau sterilitdtii. Este important s& se determine incidenta
patologiei genitale, Tn special a celor gasite in abator, deoarece constituie o
adevarata sursa de studiu si ofera o mare cantitate de informatii, mai ales la
speciile cu populatie mica.

11.1. Material si metoda

Au fost examinate un numar de 31 de aparate genitale provenite de la
bivolitele sacrificate din ferma Terra di Bufala, in perioada 2017 - 2019.
Bivolitele au fost sacrificate periodic, indiferent de faza ciclului sexual, marea
lor majoritate fiind eliminate din efectiv din motive de necesitate (agresivitate,
accidente, hipo/agalaxii, cauze ginecologice in ascendenta).

Probele, constituite din aparatul genital de bivolita, au fost obtinute dintr-
un abator local din zona de N-E a Romaniei, imediat dupa recoltare au fost
individualizate si ambalate in recipiente de plastic si transportate in cel mai
scurt timp, in conditii de refrigerare la Laboratorul de Reproductie al Facultatii
de Medicina Veterinara din lasi. Atat uterele céat si ovarele au fost examinate in
stare proaspata interesdnd statusul fiziologic, morfometria si aspecte
histologice si histipatologice.

Examinarea macroscopica

in cadrul examinarii ginecologico-obstetricale, au fost evaluate
morfometric si prin palpare, segmentar toate elementele constitutive. Astfel au
fost masurate colul uterin si coarnele (diametrul si lungimea). Pentru a observa
existenta unei modificari a volumului, consistentei, existenta patologiilor si
asimetria intre cele doua coarne uterine. Dup@ aceasta examinare, cervixul si
coarnele au supuse unor incizii pentru a observa prezenta posibilelor secretii
anormale intrauterine.

Cazurile de gestatie incipientd sau vizibild s-au evidentiat dupa
deschiderea coarnelor si a corpului uterin. De asemenea, s-a acordat atentie
unor posibile aderente si modificari ale volumului, dimensiunii, culorii si
continutului oviductului.
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Pentru dimensionare si apreciarea morfometriei ovarele au fost
cantarite la o balanta electronica (Partner AS200) si au fost masurate cu
ajutorul unei rigle de contrast gradata in cm si inci (fig. 11.1).

A » Y a
Fig. 11.1 Aprecierea dimensiunilor si greutétii ovarelor prin metode biometrice, A.
Masurare, B. Cantarire
Fig. 11.1 Assessment of ovarian size and weight by biometric methods, A.
Measurement, B. Weighing

Examinarea microscopica

Examenul microscopic al esantioanelor recoltate din segmentele
aparatului genital de bivolita a fost efectuat la laboratoarele de Anatomie
Patologica si Histologie ale FMV lasi

Obtinerea preparatelor histologice prin sectionarea la parafina, colorare
si interpretare s-a facut dupa protocoale standard de lucru:

a) Hematoxilina - Eozina - Albastru de metil (HEA);

b) Acid Periodic - FuxinaSchiff (PAS);

11.2. Rezultate si discutii

La ferma luatad in studiu, bivolitele cu afectiuni genitale si productie
redusa de lapte au fost vandute sau trimise la abator. Deci, este important ca
afectiunile genitale si incidenta acestora sa fie definite (cunoscute) pentru a
aduce conributii in domeniu, explicarea unor fenomene si nu in ultimul rand
reduce pierderile financiare.

11.2.1 Descrierea obstetrical-ginecologica si biometrica a uterului

la bivolitele adulte

Cunoasterea  anatomiei  sistemului  reproductiv  feminin, a
particularitatilor anatomice feminine este importanta, pentru utilizarea tehnicilor
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de reproducere, cum ar fi diagnosticarea gestatiei, insamantarea artificiala,
poliovulatia, prelevarea ovulelor si transferul embrionilor.

Bovinele si bubalinele sunt considerate specii similare, dar exista unele
diferente intre organele genitale externe si interne ale femelelor.

in laboratorul de reproductie din cadrul FMV lasi, au fost examinate 32
de uterele de bivolitd din care a fost diagnosticat un caz de anomalie
congenitala reprezentat de freemartinism. Lipsa ovarelor si a segmentelor
uterine n acest caz a facut ca raportarea ulterioara a rezultatelor obtinute sa
se faca la un numar de 31 utere. Prin disecarea uterelor s-a apreciat aspectul,
consistenta, marimea si gradul de simetrie al coarnelor uterine (fig. 11.2 si fig.
11.3). Ovarele (numar = 62) au fost examinate folosindu-se instrumentar
specific pentru urmatoarele determinari de morfometrie:

- greutatea (g), lungimea (mm), latimea (mm) si grosimea (mm)

- forma (ovoid aplatizat, globulos cilindric s-au sferic),

- consistenta (dura, elastica, fluctuenta),

- culoarea (galbui si roz),

- numarul de foliculi ovarieni pe suprafata (tertiari si dominanti),

- prezenta corpilor luteali (activi si /sau Tn involutie),

- diagnosticul de organ (fiziolocic sau patologic).

Examinarea meticuloasd a ovarelor privind structura fiziologica si
functionala a fost efectuatd comparativ pe fiecare ovar, avandu-se ca reper
structura normala a ovarului.

% 9 |
Fig. 11.2 Aspect macroscopic al aparatului genitalt la bivolite. Vedere de ansamblu a
structurilor anatomo - obstetricale nedisecate

Fig. 11.2 Macroscopic appearance of the complete genital tract in buffaloes. Overview of
undissected anatomical - obstetric structures

Din totalul aparatelor genitale examinate, la un singur caz nu au fost
identificate ovarele si portiuni din coarnele uterine. Cazul este raporat si la
anomaliile de formare a uterului, fiind provenit de la o vitica de bivol cu
frimartinism, manifestat prin imposibilitatea de a decela ovarele si lipsa de
portiuni tubulare ale cailor de conducere (fig. 11.4).
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Fig. 11.3 Aspecte morfometrice ale uterului si ovarelor la bivolitele sacrificate.
A. Diametruele coarnelor uterine la nivelul bifurcatiei; B. Pliurile cervicale prolabate in
rozeta simpla la nivelul vaginului
Fig. 11.3 Morphometric aspects of the uterus and ovaries in slaughtered buffaloes.
A. Diameters of the uterine horns at the bifurcation; B. Prolapsed cervical folds in simple
rosette at the level of the vagina

in figura se observa prezenta unui sept intre vestibulul vaginal (v.v.) Si
vagin (V), foarte evident (H); vaginul este reprezentat dintr-un conduct cu spatiu
limitat care se termina nedefinit cranial prin mai multe infundaturi ale mucoasei.
O freemartina reprezinta o femela infertila (nascuta geamana la un mascul)
care este dezvoltatad imperfect si sterild datorita influentei hormonilor masculini
ai geamanului.

Fig. 11.4 Aparat genital de bivolita freemartina. V. — vulva, C. — clitoris, M.U. — meat urinar, V.V.
- vestibul vaginal, VG. - vagin
Fig. 11.4 Freemartine buffalo genitalia

Studiile efectuate pe 42 de bivoli, in Italia, cu afectiuni reproductive au

evidentiat 10 freemartine determinate prin evaluari citogenetice. Dintre cele opt
femele afectate, sase au prezentat conformatia normala a corpului, vagin si
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clitoris, Tn timp ce doua au prezentat cateva trasaturi masculine (lannuzzi s.a.,
2005).

Evaluarile citogenetice la 119 femele si 13 masculi cu suspiciuni de
anomalii genitale au relevat 18 femele ca freemartine si toate femelele au fost
sterile. Astfel, se pare ca descrierile generale utilizate pentru definirea
freemartinelor la bovine nu sunt aplicabile speciilor de bubaline si, de
asemenea, freemartinele sunt mai putin frecvente la bivolite.

Din cele 31 de bivolite de la care a fost recoltat aparatul genital dupa
abatorizare si examinat in acest studiu, 9,68% au fost gestante. Doua treimi
din cazuri au fost gestatii incipiente (mai putin de 2 luni), o treime din cazuri au
fost cuprinse ntre 3 si 4 luni (fig. 11.5 —fig.11.8).

Constatarea cazurilor de gestatie in acest studiu este sub cea raportata
de Al-Dahash si David (23,36%) si cea notata de Kaidi, care a fost de 10,27%.
Divergenta rezultatelor se poate explica prin diferenta dintre populatia vacilor
examinate, zonele de studiu si materialele puse la dispozitia medicilor
veterinari la abator.

La examinarea uterului de bivolita gestant la 2 luni s-a observat ca
simetria coarnelor uterine a fost incd mentinuta, acestea avand diametru de 3
cm. Peretele uterin a fost de aproximativ 3 mm, fiind ferm si tonic. Dupa
sectionare s-a evidentiat sacul embrionar cu acceasi dimensiune ca uterul, iar
embrionul a prezentat o marime de 2/1 cm.

Ovarele au avut o dimensiune redusa 2,8/1,5 cm si pe ovarul stang s-a
gasit un corp luteal gestativ. CL nu a deformat evident conturul ovarului, lipsand
mult partea de coroana, insa a fost prezent in stroma ovarului, ocupand peste
trei sferturi din masa acestuia (fig.11.5).

La bubaline, tonicitatea peretelui uterin fiind crescuta, peretele uterin
pare mai gros, iar vasele sangvine au un aspect ondulat.

Toate aspectele descrise, asociate si cu perioada de gestatie mai mare
decét la bovine, fac ca evidentierea gestatiei la bubaline sa intarzie si sa nu
apara asimetria coarnelor uterine la o gestatie de doua luni.

In urma examinérii aparatelor genitale recoltate din abator s-a constatat
ca 74,20% dintre acestea prezentau utere normale ca dezvoltare si status
functional.

Fiecare segment al aparatelor genitale femele de bivolita a fost masurat
si au interesat lungimea, latimea si grosimea acestora. Mediile datelor obtinute
sunt centralizate in tabelul 11.1.
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A.
Fig. 11.5 Uter gestant de bivolita la doua luni. A. Uter nesectionat; B. Uter sectionat si
evidentiat embrionul
Fig. 11.5 Pregnant uterus of buffalo at two months. A. Unsectional uterus; B. Uterus
sectioned and embryo highlighted

Fig 11.6 Utere gestante de bivolita (3 luni — stanga, 4 luni - dreapta)
Fig 11.6 Pregnant buffalo uterus

Particularitatile morfologice ale aparatului genital de bivolita
identificate sunt ilustrate Tn imagini, astfel in fig. 11.11 identificam un cervix
de 7 cm lungime si 4 cm latime, acesta este de forma cilindrica si
cartilaginoasa, un corpul uterin scurt de 2 cm si care prezinta la baza un
sept intercornual foarte puternic si lung de 6 cm. Anterior septul
intercornual se continua cu ligamentul intercornual ce acompaniaza partea
lipita a coarnelor uterine pe aproximativ jumatate din lungimea lor,
aproximativ 8 cm.
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Fig. 11.7 Uter gestant, corn uterin drept in Fig. 11.8 Uter gestant, corn uterin stang n
diametru de 5,5 cm diametru de 7 cm
Fig. 11.7 Pregnant uterus Fig 11.8. Pregnant uterus

Coarnele uterine sunt alungite, aproximativ 10 cm din lungimea portiunii
libere a lor, au un aspect tubular amfractuos si sinuos cu multe boseluri. Pe
sectiune se observa o multitudine de vase sangvine cu lumen bine delimitat si
evident. Carunculii sunt insule de endometru bine evidentiate si reliefate.
Spatiu intercornual este putin si evident doar cand ia aspect tubular.

La suprafata uterului se observa, sub seroasa, o multitudine de pliuri si
santuri cu aspect longitudinal ce acompaniaza coarnele uterine, fiind mai
abundente la baza si la marginea libera a coarnelor uterine.

Fig. 11.9 Aspect de ansambu al uterului disecat la bivolita. C.U. — corp uterin, O.ST. — ovar
stang, CORN U. — corn uterin
Fig. 11.9 Overall appearance of the uterus sectioned at the buffalo. C.U. - uterine
corpus, O.ST. - left ovary, CORN U. - uterine corn
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Ovarele au aspect ovoid de culoare roz aprins deschis. Ovarele se
gasesc pe mica curbura a coarnelor uterine, fiind sustinute in pozitie anatomica
de mezoovar, ligamentul utero-ovarian si mezosalpinx (fig.11.10).

Tabel 11.1
Centralizator privind biometria segmentelor aparatului genital la bivolul indigen Roméanesc
(masuratorile sunt exprimate in cm)

Table 11.1
Centralizer regarding the biometrics of the genital apparatus segments at the Romanian native
buffalo (measurements are expressed in cm)
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Fig. 11.10 Aparat genital de bivolita. Aspectul uterului si topografia ovarelor
Fig. 11.10 Buffalo genitalia. Appearance the tract and topography of the ovaries

In fig.11.11 se observa cornul uterin stang ce are lungimea de 10 cm si
latimea de 2,5 cm in sectiune longitudinala. Peretele uterin este relativ gros, cu
miometru bine definit si mucoasa uterind cu aspect dantelat. Peretele la
sectionare da o senzatie de turgescenta si pare a fi cauciucat. Se observa
numeroase vase de sange cu aspect ondulat. In interior sunt pliuri ale
endometrului ce formeaza carunculi proieminenti de pana la 0,3 — 0,4 cm.
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Fig.11.11 Buffalo uterus, appearance on the longitudinal section

in tabelul 11.2 sunt redate rezultatele masuratorilor obstretical-
morfometrice ale gonadelor cu particularitatile specifice ale acestora, inclusiv
particularitatile uterului.

Rezultatele au aratat ca infectia uterind a prezentat cea mai mare
frecventa (9,67%) fiind reprezentata de endometritd, endometritd cronica si
metritd necrotica, urmata de aderente uterine (3,22%), si brida postcervicala
(3,22%).

Dupa datele din literatura de specialitate ovarul la bovine este de forma
ovoida, are aspect globulos, in marime de 3 - 5 cm, de culoare galbena -
cenusie, pe suprafata sa pot fi identificate structuri fiziologice (foliculi si corpi
luteali in diverse faze), (Hafez, 2007, Runceanu s.a., 2007).

Prin comparatie, ovarul bubalin este mai mic decét cel al bovinelor,
(Dyce si Weinsing, 2009). Vale si colab. (1982) au descris urmatoarele
masuratori pentru bivolitele adulte: ovarul drept (OD): 25,4 mm (lungime), 14,5
mm (l&time) si 15,7 mm (grosime); ovar stang (OS): 24,7 mm (lungime), 14,1
mm (latime) si 14,8 mm (grosime). Pentru juninci, Danell (1987) a inregistrat
22,8 mm (lungime), 18,2 mm (latime) si 14,2 mm (grosime) pentru OD si 22,7
mm (lungime), 16,6 mm (latime) si 13,8 mm (grosime) pentru OS. Pentru VALE
si RIBEIRO (2005), ovarele au, in medie, intre 25 si 30 mm lungime si 14 mm
latime.

Motivul principal pentru care un raspuns hormonal pentru stimularea
activitatii ovariene este sarac la bivolite pare a fi dat de un numar scazut de
foliculi antrali disponibili pentru recrutare. Numarul de foliculi >1,7 mm care
variaza de la unu la cinci, este substantial mai mic decét cea de 17 - 32 la
bovine. Numarul de foliculi de 3 mm in diferite faze ale ciclului estral la bivolita,
inregistrate prin ultrasonografie de catre Manik R. S.(2002) este, de asemenea,
mai mic decét cel raportat la bovine.

Studiul morfologic asupra ovarelor de bivolite de la ferma Terra di Bufala
a aratat ca forma ovarelor a fost ovala alungitéd sau ovoid aplatizata. Ovarele
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cu dimensiuni mari ale foliculilor prezenti pe suprafata au avut o forma sferica,
globuloasa (fig.11.12). Ovarele normale au fost de culoare roz deschis si
consistenta ferma, ferma — elastica (fig. 11.13). Suprafata ovarelor cu foliculi
mici si proeminenti a fost neteda si varia la palpare, iar unele ovare aflate in
faza luteala si prezentand corp luteal au avut consistenta dura.

Tabel 11.2
Morfometrie si particularitati ale segmentelor uterine si ovariene la bivolita
Table 11.2
Morphometry and particularities of the uterine segments in cow buffalo
OVARE BIVOLITA

Nr. l‘ 0 (mm) i Fo‘lic'uli (m:) i .C. L (nr) i Greutate| Parte et il " — Uter
Crt. | Lungime | Litime | Grosime | Evolutivi | Dt ti| Activ |Regresie| gr. St. | Dr.

1 20 19 17 19 2 0 1 2.2 St. | - | globulos/ cilindric | galbui albicios dur - elastic derente ovaro-bursalq aderente

2 25 20 19 20 0 0 0 38 Dr. sferic roz elastica functional normal

3 4 34 21 0 0 0 0 82 - | Dr. | globulos /cilindric [ rozaprins fluctuenta chist ovarian folicular normal

4 28 2 18 25 1 0 2 2.8 St. | - | ovoid/aplatizat roz elastica functional normal

5 20 20 18 20 2 0 1 31 St | - sferic gélbui albicios | elastica- functional normal

6 24 22 16 14 1 1 0 43 Dr. | globulos / cilindric roz elastica functional cronica
7 20 18 16 5 1 0 1 36 St. | - sferic roz dur - elastic functional normal

8 18 16 14 5 0 1 2 3 Dr. | ovoid/ aplatizat roz- pal dur - elastic functional normal

9 2 12 9 3 0 1 0 29 - | Dr.| ovoid/aplatizat | gélbui albicios dur - elastic functional normal

10 12 10 8 4 0 0 1 14 St | - sferic gélbui albicios dur - elastic hipotrofie normal

11 16 14 10 3 0 0 1 15 St. | - | ovoid/aplatizat | gélbui albicios dur - elastic hipotrofie normal

12 2% 19 12 21 1 0 0 17 - | Dr.| ovoid/aplatizat roz elastica functional normal

13 20 15 10 10 1 1 0 3 - | Dr.| ovoid/aplatizat roz dur - elastic functional normal

14 29 15 15 11 1 0 0 4.1 St. | - | globulos/ cilindric roz dura functional normal

15 16 10 5 6 0 0 1 38 Dr. | ovoid/aplatizat | galbui albicios dura hipotrofie normal

16 20 14 10 4 1 0 1 5.7 St. | - | ovoid/aplatizat roz dur - elastic functional normal

17 25 21 20 0 0 1 1 6.1 Dr. | globulos / cilindric roz dur - elastic functional normal

18 28 2 15 3 0 1 0 6.4 St. | - | globulos/cilindric roz dur - elastic functional normal

19 25 22 15 18 1 0 0 6.1 Dr. | globulos / cilindric roz dur - elastic functional normal

20 17 15 19 9 1 1 0 27 St | - sferic galbui albicios dur - elastic functional normal

21 19 1 8 12 0 0 0 14 - | D sferic roz dur - elastic hipotrofie normal

22 23 18 12 14 0 1 1 35 St. | - | globulos/ cilindric roz dur - elastic functional normal

23 24 16 9 16 0 0 1 5.1 Dr. | globulos / cilindric | glbui albicios dur - elastic functional normal

24 31 20 16 28 1 0 1 5.4 St. | - | globulos/cilindric roz dur - elastic functional normal

25 33 26 20 3 0 1 0 6.2 - | D sferic roz i dur CLG gestatie

26 2 12 1 2 1 1 0 4.8 St. | - | ovoid/aplatizat roz dur - elastic CLG gestatie

27 30 18 3 2 0 1 0 6.8 Dr. | globulos / cilindric |roz-c i dur - elastic CLG gestatie

28 2 15 12 4 0 0 1 5.1 St. | - | ovoid/aplatizat roz dur - elastic functional gestatie

29 35 21 14 0 1 0 1 71 St. | - | ovoid/aplatizat roz dur - elastic functional gestatie

30 29 20 20 5 0 0 1 5.4 Dr. | globulos / cilindric roz dur - elastic functional gestatie

31 31 28 12 10 1 1 0 6.9 St. | - | globulos/ cilindric roz dur - elastic functional normal

32 30 15 15 0 1 1 1 6.5 Dr. | globulos / cilindric foz - ¢ dur - elastic functional normal

33 22 23 14 5 1 1 0 7 St. | - | globulos/cilindric roz dur - elastic chist Luteinic normal

34 16 10 g 3 0 0 2 3.1 - |Drn sferic galbui albicios dur hipotrofie normal

35 29 21 11 5 1 1 0 49 St. | - | ovoid/aplatizat roz dur - elastic functional normal

36 11 9 5 3 0 0 0 18 - | Dr sferic gélbui albicios dur hipotrofie normal

37 29 25 9 9 0 1 1 52 - | Dr.| ovoid/aplatizat roz dur - elastic functional normal

38 25 21 11 20 0 0 0 5.1 St. | - | ovoid/aplatizat roz- pal dur - elastic functional metritd necroticd
39 21 11 10 1 0 0 0 4.8 St. | - | globulos/ cilindric roz dur Chist CL | itd
40 21 11 10 0 0 0 0 5 - | Dr. | globulos / cilindric roz- pal dur chist CL normal

41 30 12 9 7 0 0 1 47 Dr. | ovoid/aplatizat roz dur - elastic functional bridd post cervicald
2 2 23 18 0 0 0 0 6.2 St | - sferic roz dur chist CL normal

3 43 38 2 0 0 0 0 7.8 Dr. | globulos / cilindric | roz aprins fluctuenta chist ov. F normal

44 23 18 12 14 0 1 1 35 St. | - | globulos / cilindric roz dur - elastic functional bridd post cervicald
45 25 20 12 7 0 0 1 55 Dr. | globulos / cilindric roz dur - elastic functional normal

46 33 28 17 0 0 0 0 5.4 St. | - | globulos/ cilindric roz- pal fluctuenta chist ov. F normal

47 25 23 14 13 2 0 1 42 Dr. | globulos / cilindric roz- pal dur - elastic functional normal

48 22 18 13 7 0 1 0 31 St. | - | globulos/ cilindric roz dur - elastic chist Luteinic ite cronica
49 28 2 15 8 0 0 1 5.8 - | Dr. | globulos /cilindric roz elastica functional normal

50 27 22 18 15 2 0 1 4.8 St. | - | globulos / cilindric roz dur - elastic functional normal

51 23 17 13 6 0 0 1 3.6 - | Dr. | globulos / cilindric roz dur - elastic functional itd
52 16 12 9 8 0 0 1 33 St | - sferic roz- pal dur hipotrofie normal

53 2 19 15 12 1 0 1 53 St. | - | ovoid/aplatizat roz- pal elastica functional normal

54 2 17 12 6 1 1 0 45 - | Dr sferic gélbui albicios dur hipotrofie normal

55 24 16 14 5 0 0 1 4.6 Dr. | globulos / cilindric roz dur - elastic functional aderente

56 26 19 15 10 0 0 1 5.5 St. | - [ globulos / cilindric roz elastica functional normal

57 25 14 12 6 0 1 0 4.2 Dr. | ovoid/aplatizat roz- pal dur - elastic functional metrita necroticd
58 2 16 12 9 0 1 0 46 St. | - | globulos/ cilindric roz dur - elastic functional normal

59 26 16 11 6 0 1 0 46 Dr. | globulos / cilindric roz- pal elastica functional normal

60 23 17 12 10 1 0 1 5.1 St. | - | globulos/cilindric roz- pal dur - elastic functional normal

61 20 15 10 5 1 0 1 34 St. | - | globulos/ cilindric roz- pal dur - elastic hipotrofie normal

62 24 18 13 15 0 1 0 38 - | Dr. | globulos / cilindric roz dur - elastic functional normal




Ui : (
Fig. 11.12 Ovar de bivolita cu foliculi Fig. 11.13 Ovar de bivolitd cu dimensiunea de
evolutivi si un mic corp luteal in faza de 2/1,5 cm, cu aspect globulos, lucios, de culoare
involutie (albicans) roz pal
Fig. 11.12 Buffalo ovary with evolutionary ~ Fig. 11.13 Ovary buffalo size of 2 cm / 1.5 cm,
follicles and a small luteal body in the globular appearance, shiny, pale pink

involution phase (albicans)

Au fost nregistrate observatii biometrice, adica: lungimea, latimea,
grosimea ovarelor si greutatea acestora. Pentru ovarul stang s-au inregistrat
urmatoarele date: lungimea medie a fost de 23,45 mm, latimea medie de 18,20
mm, si grosimea medie a fost 13,10 mm; respectiv pentru ovarul drept:
lungimea medie a fost de 25,20 mm, latimea medie de 18,30 mm, si grosimea
medie a fost 13,20 mm. Greutatea medie a ovarului stang a fost de 4,46 g si
cea a ovarului dreapt a fost de 4,60 g.

in medie, ovarele la bivolitd au inregistrat urmatoarele repere
morfometrice: lungime 24,3 mm, latime 18,25 mm, grosime 13,15 mm si o
greutate de 4,53 g.

Datele inregistrate in urma acestui studiu au fost comparate cu cele ale
altor cercetatori si s-au dovedit a fi asemanatoare (tabel 11.3).

Conform rapoartelor din literatura de specialitate, ovarul de bivolita a
prezentat greutati medii de 4,6 g (Vale si Ribeiro, 2005) si 5,01 g (Waheed,
2011). Danell (1987) a observat greutati medii de 3,44 + 1,29 g (OS) si 3,59
1,54 g (OD) in urma unui studiu pe 30 de bivolite ciclice.

Tn urma examindrii macroscopice a ovarelor de bivolit s-a constatat c&
majoritatea au fost functionale (72,58%), respectiv prezentau foliculi ovarieni
sau corpi luteali in diverse faze de evolutie (fig. 12.14). Pe trei ovare din cele
62 examinate s-au identificat corpi luteali gestativi (4,84%). In fig. 12.17 este
prezentat un ovar de bivolita cu folicul dominant, ovarul are 2 cm lungime si 1
cm latime si prezinta un folicul dominant de aproximativ 0,6 cm. Tn plan superior
se observa doua formatiuni sferice de 5 mm si 10 mm localizate parasalpingian,
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la nivelul mezosalpinxului. Aceste formatiuni chistice detasate nu afecteaza

permeabilitatea salpinxului.

Tabelul 11.3
Dimensiuni medii ale ovarelor de bivolita, dupa unii autori
Table 11.3
Average dimensions of buffalo ovaries, according to some authors
OVAR STANG OVAR DREPT
REFERINTE Lungime | L&tme | Grosime | Greutate | Lungime | Latime [ Grosime | Greutate
mm mm mm g mm mm mm g
Dyce si Weinsing, 2009 24.7 14.1 14.8 25.4 14.5 15.7
Parkale si Hukeri, 1989 24.8 16.7 14.6 24.4 17.4 14.6
Kumar V. si Sharma, 2015 38.9 15.6 18.2 4.08 414 16.2 19.6 4.32
Terra di Bufalla 23.45 18.2 13.1 4.46 25.2 18.3 132 4.6

Fig. 11.14 Ovar de bivolita cu doi corpi luteali (aspect pe sectiune), unul in faza active, de

culoare visinie si celalalt in faza de involutie, de culoare galbuie

Fig. 11.14 Buffalo ovary with two luteal bodies (sectioned appearance), one in the active
phase, cherry in color and the other in the involution phase, yellowish in color

Afectiunile ovariene diagnosticate pe ovare au fost hipotrofii ovariene
de grad | (14,51%), chisti ovarieni (11,29% din care 42,86% au fost reprezentati
de chisti ai corpului luteal, 28,57% chisti foliculari luteinici si 28,57% de chisti
ovarieni foliculari) si aderente ovaro-bursale (1,61%).

Aderentele ovaro-bursale rezulta din adeziunea dintre mezosalpinx si
mezovarium, incluzand adesea bursa si ovarul. Marimea aderentelor variaza
in functie de exemplar, prezentdnd suvite subtiri ca o panza in adancimea
bursei ovariene, care nu implica oviductul, pana la cazuri de invaluire completa
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a ovarului intr-o bursa fibroasa. Afectiunea este neobisnuita la junici, dar
incidenta acesteia creste odata cu varsta bivolului.
Multe evaluari anterioare de abator au evidentiat o incidenta care
variaza de la 0,88% -19,04% (tabel 11.4). Cu toate acestea, evaluarile clinice
au inregistrat o incidentd mai mica de 3% probabil din cauza dificultatilor in
diagnosticarea clinica. Rezultatele obtinute de noi prin evaluarea ovarelor
bivolitelor se incadreaza in datele din literatura, fiind de doar 1,61%.

Tabel 11.4

Incidenta afectiunii aderente ovaro-bursale la bivolite Tn diferite studii exprimata in procente

Table 11.4

The incidence of ovarian adhesion conditions in buffaloes in various studies

REFERINTE Tara Numar bivolite | ¢ tiune (%)
? ? abatorizate 4
Azawi, 2008 Irak 556 6,4 - 19,04
Emandi M., 2003 Iran 150 2.7
Vvala K.B., 2008 India 556 1,41 - 9,16
Azab AMSM, 2005 Egipt 340 0,88
Khan A., 1989 Pakistan 640 5,3-13,67
Terra di Bufala Roméania 31 1,61
Tabelul 11.5

Incidenta chistilor ovarieni la bivolite, in diferite studii, exprimata n procente

Table 11.5

Incidence of ovarian cysts in buffalo cows, in various studies, expressed as a percentage

REFERINTE Tara Numar bivolite | . tiuine (%)
’ ’ abatorizate ’

Saxena G, 2006 India 6551 2,77
Azawi Ol, 2008 Irak 551 15-4,2
Khan APA, 1992 Pakistan 150 5,3
Youssef FA, 1991 Egipt 518 2,64-6,2
Emandi M., 2003 Iran 150 8,0
Ohashi OM, 1984 Brazilia 590 1,69
Terra di Bufala Roméania 31 11,29

Chistul ovarian reprezinta o formatiune patologica in care pe ovar exista
structuri umplute cu fluid, cu diametrul mai mare de 2-2,5 cm, ce persista un
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anumit timp, fara a se produce ovulatia (fig. 11.15). Chistii ovarieni se grupeaza
in chisti foliculari si chisti luteali.

'B
Fig. 11.15 Ovar polichistic la bivolitd. A. Aspect macroscopic. Ovarul prezinta o forma
aproape sferica, cu suprafata usor dantelatd. Marimea ovarului este de aproximativ 4 cm.
Peretele subtire lasa sé& se observe un lichid translucid galbui in interior. B. Sectiune
Fig. 11.15 Polycystic ovary in buffalo. A. Macroscopic appearance. The ovary has an almost
spherical shape, with a slightly laced surface. The size of the ovary is about 4 cm. The thin
wall reveals a yellowish translucent liquid inside. B. Section through the ovary.

D~ F
Fig. 11.16 Ovare de bivolita, macroscopic. Ovar globulos cu foliculi cavitari (A, C) si
aspectul lor pe sectiune (B, F), sectiune ovar CL in organizare (D), Ovar cu CL chistic (E).
Fig. 11.16 Buffalo ovaries ,macorscopic Globular ovary with cavitary follicles (A, C) and
their appearance on section (B, F), CL ovarian section in organization (D), Ovary with
cystic CL (E).

Frecventa chistului folicular este mai mare decéat cea a chistului luteal,
fapt dovedit si de studiul nostru (chisti foliculari identificati au fost in procent de
8,06%, in timp ce chisti ai corpului luteal au fost doar 3,22%). Chistii ovarieni
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sunt mai putin frecventi la bivoli, iar majoritatea studiilor clinice inregistreaza o
incidenta cuprinsa intre 0,5% si 1,48%, in timp ce unele studii de abator au
inregistrat o incidenta relativ mai mare (tabelul 11.5).

Incidenta chistilor ovarieni determinata in studiu de fata este mult peste
datele oferite de alti cercetatori (11,29%), un motiv ar fi faptul ca proprietarul a
trimis la abatorizare exemplarele de bivolite care nu mai erau eficiente din punct
de vedere reproductiv.

Fig. 11.17 Aspecte macroscopice patologice utero-ovariene. Hidrosalpinx unilateral stang
(A), chist parasalpingian si ovar polichistic (B), chist al CL (C), aderente parauterine (D).
Fig. 11.17 Pathological macroscopic aspects of utero-ovaries. Left unilateral
hydrosalpinx (A), parasalpingian cyst and polycystic ovary (B), CL cyst (C), parauterine
adhesions (D).

11.2.2 Aspecte histologice ale ovarelor si uterului la bivolita

Probele histologice prelevate de la ovare au relevat ca acestea se aflau
atat in stare de functionalitate fiziologica cét si cu patologie, au fost evidentiate
structuri distincte din corticala si medulara.

In urma examinarii preparatelor histologice obtinute din fragmente de
ovare au fost observati foliculi ovarieni in diferite stadii de dezvoltare, distribuiti
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in cortex. Foliculii primordiali au fost prezenti in partea exterioara a cortexului
inconjurati de un singur strat de celule scuamoase, constand in ovocite fara
zona pelucida (fig. 11.21 si fig. 11.22).

Kumar V. si Sharma A. (2015), in urma unui studiu histologic similar
asupra ovarelor de bivolite Jaffrabadi, prelevate dintr-un abator din India, au
raportat dimensiuni medii ale epiteliului de 4,26 ym (Kumar si Sharma, 2015).

Cortexul cuprinde epiteliul de suprafata, tunica albugenee si diferiti
foliculi ovarieni si corpi luteali. Suprafata ovariana era captusita de epiteliu
cuboidal. La suprafata cortexului, s-au observant foliculi ovarieni si tesut din
corpi luteali. Ca structuri histologice frecvent identificate au fost identificati
foliculii primordiali, situati Tntre manunchiurile de tesut conjunctiv. Acesti foliculi
primordiali erau alcatuiti dintr-un ovocit si un strat de celule epiteliale. Diametrul
lor mediu, inclusiv stratul extern a fost de aproximativ 25 pm.

Foliculii primari erau captusiti de un singur strat de celule cuboide.
Diametrul mediu al foliculilor primari era de aproximativ 40 ym.

Foliculii secundari au fost caracterizati de un ovocit inconjurat de doua
sau mai multe straturi de celule granuloase inchise intr-o membrana bazala
(fig. 11.18 - fig. 11.20). Diametrul foliculilor secundari a masurat in medie 75
um. Tn foliculul secundar, s-a observat ca ovocitul era tnconjurat de o zona
pelucida bine dezvoltata. Grosimea acestei zona pelucida a foliculului secundar
s-a nregistrat ca fiind de aproximativ 7 ym.

Datele morfometrice inregistrate Tn acest studiu la Bivolul romanesc
Indigen se aseamana cu cele prezentate anterior de Bhardwaj si Roy (2006)
care au inregistrat diametrul foliculului secundar ca 81,77 pm si grosimea zona
pelucida a foliculului secundar ca avand 4,77 ym, iar Kumar si Sharma (2015)
74,2 ym si granuloasa de 7,6 ym.

in corticala, sub albuginee, au fost identificati foliculi secundari cu
ovocite dezvoltate si inconjurati de o membrana evidenta. in jurul acestei
membrane, au fost evidentiate celule cuboide si prismatice cu functie trofica
(coroana radiata). Cea mai externa structura a fost membrana tesutului
conjunctiv al foliculilor tecal, care poseda celule epitelioide si capilare mici (fig.
11.18, fig. 11.20).

Foliculii tertiari au fost evidentiati catre medula parenchimului ovarian,
avand un diametru mai mare si fiind usor vizibili. Acesti foliculi aveau cavitati
de fluid folicular bine dezvoltate si erau inconjurati de epiteliu folicular.
Dimensiunile sturucturale au evidentiat: teaca externa de aproximativ 36,3 pm,
teaca interna 30,1 ym si granuloasa de 56,8 ym.

Foliculii dominanti cu diamentru mai mare de 9 mm, au fost identificati,
de obicei solitari Tn masa corticalei. Toate structurile foliculare au fost bine
evidentiate si au variat ca dimensiuni. Teaca externa nu a avut un aspect foarte
evident, diferenta de stroma ovariana facand-o orientarea celulara a tecilor
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foliculare, cu dimensiunea tecii externe (TE) de 144 um, teaca interna (TI)
prezenta celule globuloase si cu nucleu bine evidentiat fiind de aproximativ 99
pm, iar printre acestea s-a observat o abundentd a vaselor sangvine
reprezentate de capilare tecale (CT) (fig. 11.20).

Membrana Slavjansky a fost reperata ca o linie subtire dintre
granuloasa si teaca internda. Granuloasa cu o dimensiune oscilantd de
aproximativ 66,6 pm, este formata din celule mai dense si cu nucleu evident ce
ocupa o buna parte din celula (fig. 11.18 si fig.11.20).

Discul proliger s-au cumulos ooforum pare a fi 0 aglomerare de celule
ale granuloasei ce nalta spre lumenul folicular coroana radiata si ovocita. Nu
au fost observate ovocite in toate frotiurile cu foliculi tertiari (fig. 11.19 si
fig.11.24)

Corpii luteali erau formati din celule luteale mari cu aspect vacualizat si
cu nuclei centrali, au fost identificate si picaturi de lipide citoplasmatice. De
asemenea, au fost vizualizate celule mici luteale sub forma de fascicule si
nuclei excentrici. De asemenea s-au mai constatat prezenta eozinofilelor
plasmatice printre celulele luteale (fig.11.23). S-au mai identificat zone rare, cu
aspect insular, bogate in amiloid si reticulind, acestea reprezentand structuri
ale CL in involutie (corpus albicans), cu dimensiune medie de 697 pm (fig.
11.23).

Partea centrald a ovarelor, medulara, s-a identificat ca fiind formata din
tesut conjunctiv, vase de sénge, vase limfatice si fibre nervoase. Tesutul
conjunctiv medular a fost format din fibrocite si celule fibroblastice, colagen si
fibre reticulare. Constatari similare au fost observate de catre Eurell si Frappier
(2006) si Kumar si Sharma (2015).

Tunica albugineea cuprinde tesut conjunctiv bogat in fibre de colagen.
Tesutul conjunctiv al acesteia a fost aranjat in 2-3 straturi. Cu toate acestea,
Bhardwaj si Roy (2004) la bivolul indian, au inregistrat inaltimea medie a
epiteliului si grosimea tunicii albuginee ca avand 5,68 um si respectiv, 76 ym.
Baragoth (2014) a inregistrat ca grosimea tunica albuginea la ovarele de
bivolita din faza foliculara de 115,14 pm.

Dupa Kumar si Sharma (2015) diametrul mediu al foliculilor primordiali
a fost de 26,37 ym. Wezel si Rodgers (1996) au inregistrat dimensiunile
maxime si minime ale foliculilor primordiali ca fiind de 38,0 si respectiv 28,9 ym
la bovine (Bhardwaj si Roy 2006).

La nivelul salpinxului in zona ampulara, s-a dimensionat 0 musculoasa
de 366 um sub forma de fibre, fiind intercalata de vase sangvine. Mucoasa de
1492 ym avea un aspect dantelat cu multe pliuri si zone amfracuoase cu
epiteliu ciliat prismatic (fig. 11.24).
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La nivel uterin endometru are un aspect vacuolizat intre 1260 - 1923
Mm observandu-se frecvente glande secretoare cu un diametru de 31 ym cu o
membrana bazofila (fig. 11.26).

Miometru este foarte evident cu multe fibre si fascicule musculare, iar
intre acestea sunt identificate o vasta retea de vase sangvine. Aceste plexuri
venoase au aspect aglomerat si sunt constituite din arteriole si venule. Arterele
au aspect cilindric cu lumen rigid, uneori se observa hematii, iar venulele au un
perete subtire si aspect dilatat lacunar (fig. 11.26). Musculoasa apare mai
ingrosata cu dimensiuni intre 2247 si 3577 pym (fig. 11.27).

Grosimea peretelui uterin, aspectul miometrului cu vase abundente,
plexurile venoase aglomerate cu venule lacunare, dar si colabate si arteriole
cilindrice fac sa demonstreze ca la bivolite uterul are structuri tonice si kinetice
din abundenta. Caracteristicile ginecologice ale uterului de bivolita, constatate
la examenul transrectal, sunt o consecintd a ectaziei si congestiei rapide a
structurilor identificate histologic. Este posibil ca plexurile vasculare din
miometru sa detind un numar foarte mare de receptori pentru ocitocina.

11.2.3 Aspecte histopatologice ale ovarului si uterului la bivolita

Tn urma examenului macroscopic — obstetetrical, uterele si ovarele cu
afectiuni au fost examinate si din punct de vedere histopatologic.

Astfel la uterele cu endometrita necrotica (consecutiva torsiunii uterine)
s-au la cele cu endometrita cronica purulenta, s-au observat mucoasa
degenerata si uneori denudata s-au cu aspect necrotic si sfacelat, iar in corion
Si submucoasad, fibroza si amiloidoza. De asemenea, glandele endometriale
sunt degenerate sever si infiltrate cu amiloid. (fig, 11.32 si fig. 11.33).

in cazul endometritelor puerperale mai putin grave (cataral - purulente)
s-au observat insule hemoragice in corionul endometrului si degenerarea
leiocitelor in miometru.

In cazul metritei purulente consecutiva retentiei anexelor fetale, a fost
observata degenerarea endomentrului si miometrului (fig. 11.34), leiocitele par
ondulate si fragmentate.

Leiocitele din media arterelor uterine de tip muscular apar degenerate,
vacuolizate si infiltrate cu lipide in cazul inflamatiilor uterine cronice. Amiloidoza
severa a corionului este o consecinta a inflamatiilor cronice reactive, amiloidul
fiind o proteind amorfa ce duce la o inflamatie cronica (fig.11.33). Foliculii
ovarieni evolutivi — cavitari au granuloasa vacuolizata si incarcata in lipide
(fig.11.28), iar la nivelul tecilor foliculare se identifica capilare sangvine
ectaziate (fig. 11.29).

La nivelul ovarelor, principalele afectiuni examinate la bivolitd au fost
chistii foliculari care au un aspect lamelar cu granuloasa detasata. Peretele
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chistului pare intrerupt, orientat inspre cavitatea cu lichid (fig. 11.30). Strutura
peretelui chistic este bine evidentiata, densa cu orientare cavitara, si cu o
dimensiune medie de 1419 um (fig. 11.31).

De asemenea, se observa vase de neoformatie, structuri fibroase si
colagen prezent in peretele chistilor ovarieni, compresat de continutul lichid, ce
uneori se detasa partial (fig.11.30) s-au se organizeaza sub forma de
microcavitati multiple.

Vasele sangvine ovariene cu localizare parachistica au leiocitele
vacuolizate si denatuarte cu dimenisuni de aproximativ. 50 pm si
dezorganizarea mediei arteriale.

Imagini histologice

Fig. 11.18 Ovar bivolita, col. HEA. Structura unui folicul Fig. 11.19 Ovar bivolita, col. HEA.
tertiar de bivolita. Aspectul granuloasei si al discului proliger la
Fig.11.18 Buffalo ovary, col. HEA. The structure of a un folicul dominant
tertiary buffalo follicle TE — teaca externa, TI — teaca Fig.11.19 Buffalo ovary, col. HEA.
internd, G — granuloasa Appearance in detail

Fig. 11.20 Ovar bivolita, col. HEA. Structura peretelui Fig. 11.21 Ovar bivolita, col HEA. Folicul cavitar de

foliculului preovulator la bivolita. TE Tn diametru de 144 2,4 mm. Antrul ocupat cu lichid follicular
um, Tl cu dimensiunea de 99 pum, cu celule secretorii, Fig. 11.21 Oval buffalo, HEA collar. 2.4 mm cavity
membrana Savjanski cu delimitare distincta, follicle. Follicle occupied with follicular fluid

granuloasa (G) de 66 um
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Fig. 11.20Preovulatory follicle wI structure

Fig. 11.22 Ovar bivolita, col HEA. Doi foliculi cavitari Tn
evolutie, intre 1,3 — 1,5 mm
Fig. 11.22 Oval buffalo, col HEA. Two evolving cavitary
follicles, with a diameter between 1.3 - 1.5 mm
a i . S e ™ r

N
N
Fig. 11.24 Oviduct de bivolita, col HEA. Se observa
epiteliu dantelat cu aspect ciliat prismatic. Mucoasa
oviductului predoming, iar musculoasa este sub forma
unor fibre rarefiate si intercalate de vase
Fig. 11.24 Oviduct of buffalo, col. HEA.

Fig. 11.23 Ovar de bivolita, col. HEA. Corp luteal.

Printre celulele luteale mari se observa eozinolfile
plasmatice de culoare roz

Fig. 11.23 Buffalo ovary, col. HEA. CL

Fig. 11.25 Uter de bivolita, col. HEA. Aspectul
glandelor uterine din lamina propria, cu canale
sinuoase si traectorie tubular rectilinie
Fig. 11.25 Buffalo uterus, col.HEA. The
appearance of the uterine glands

Fig. 11.26 Uter bivolita, vascularizatie, col PAS.
Mucoasa are un aspect vacuolizat, pe baza activitatii
secretiei intense glandulare. Miometrul este foarte
evident cu multe fibre musculare. Tntre leiocite se
identifica o retea bogata de vase agglomerate
Fig. 11.26 Buffalo uterus, vascularization
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Fig. 11.27 Plex vascular uterin, col. PAS. Compus
din artere, vene si capilare. Artera din imagine
prezintd hematii captive, venele sunt dilatate si cu
peretii subtiri, iar capilarele au diverse calibre si
prezinta hematii
Fig.11.27 Uterine vascular plexus, col.PAS.



Fig. 11.28 Ovar de bivolita cu foliculi, col. HEA. Fig. 11.29 Ovar de bivolita, col. HEA. Folicul cavitar.

Foliculi evolutivi (secundari si tertiari) cu Teaca externa a foliculului cu capilare sangvine ectaziate.
granuloasa incarcata in lipide In plan superior sunt vizibili foliculii primordiali
Fig.11.28 Follicle ovary with follicles, HEA. Fig.11.29 Buffalo ovary, col. HEA. Cavitary follicle.

Imagini histopatologice ale ovarului si uterului la bivolita

LA \
Fig.11.30 Ovar de bivolita, col. HEA. Chist Fig. 11.31 Perete chist ovarian bivolita, col. HEA.
folicular Peretele chistului folicular prezinta Structura bine evidentiata densa cu orientare
detasarea granuloasei. Dimensiunea 2,4 mm cavitara
Fig. 11.30 Buffalo ovary, col. HEA. The cyst wall Fig. 11.31 Buffalo ovarian cyst wall, col. HEA

50 um

Fig. 11.32 Uter bivolita. col. HEA. Necroza Fig. 11.33 Uter bivolita, col. HEA. Amiloidoza

glandelor endometriale. Amiloidoza in severa a corionului. Amiloid imun, consecinta a
submucoasa endometritei purulente cornice. Celule inflamatorii
Fig. 11.32 Buffalo uterus. col. HEA. Necrosis of the reactive.
endometrial glands Fig. 11.33 Buffalo uterus, col. HEA. Severe

amyloidosis of the chorion.
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Fig. 11. 34 Uter bivolita, col. HEA. Aspect de ansamblu al degenerarii endometrului si

miometrului Tn cazul unei metrite purulente consecutive retentiei anexelor fetale
Fig. 11. 34 Buffalo uterus, col. HEA. Overview of endometrial degeneration

P e 3 s N\

11.2. Concluzii partiale

1. Organele genitale tubulare la bivolita sunt, in general, mai musculare si
mai rigide, cornul uterin este mai sinuos decat la vaci, iar cervixul este mai
Tngust.

2. Simetria coarnelor uterine la 2 luni de gestatie este inca mentinuta, cu
un diametru de 3 cm, peretele uterin de 3 mm este ferm si tonic, se evidentiaza
sacul embrionar cu acceasi dimensiune ca uterul dupa sectionare si embrionul
are o marime de 2/1 cm.

3. La bubaline, tonicitatea peretelui uterin fiind crescuta, peretele uterin
pare mai dezvoltat, vasele sangvine au un aspect ondulat. Toate aspectele
descrise, asociate si cu perioada de gestatie mai mare decat la bovine, fac ca
evidentierea gestatiei la bubaline sa fie mai intarziata.

4. Dupa screening-ul obstetrical morfologic, s-a constatat ca 74,20%
dintre utere erau normale ca dezvoltare si status functional, infectia uterina a
prezentat cea mai mare frecventa (9,67%), urmata de aderente uterine (3,22%)
si brida postcervicala (3,22%).

5. Particularitatile morfologice ale uterului la bivolita evidentiaza un cervix
de 7/4 cm de forma cilindrica si cartilaginoasa, corpul uterin scurt de 2 cm cu
un sept intercornual foarte puternic si lung de 6 cm, ligamentul intercornual
acompaniaza partea lipitd a coarnelor uterine pe aproximativ jumatate din
lungimea lor, aproximativ 8 cm, coarnele uterine de 10 cm au un aspect tubular
amfractuos si sinuos cu multe boseluri.

6. Studiul morfologic asupra ovarelor de bivolite de la ferma Terra di
Bufala a aratat ca forma ovarelor a fost ovala alungita sau ovoid aplatizata.
Ovarele de dimensiuni mari cu foliculi prezenti pe suprafata au avut o forma
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sferica, globuloasa. Suprafata ovarelor cu foliculi mici si proeminenti a fost
neteda iar unele ovare din faza luteala au avut consistenta dura.

7. Observatiile biometrice ale ovarului stang releva o lungime medie de
23,45 mm, latimea 18,20 mm si grosimea 13,10 mm, respectiv 25,20 mm,
18,30 mm, 13,20 mm pentru ovarul drept. Greutatea medie a ovarului stang a
fost de 4,46 g si cea a ovarului dreapt a fost de 4,60 g.

8. in medie, ovarele la bivolita au inregistrat urmatoarele repere
morfometrice: lungime — 24,3 mm, latime — 18,25 mm, grosime — 13,15 mm si
o greutate de 4,53 g.

9. Afectiunile ovariene diagnosticate au fost hipotrofii ovariene de grad |
(14,51%), chisti ovarieni (11,29% din care 42,86% chisti ai corpului luteal,
28,57% chisti luteinici si 28,57% chisti foliculari) si aderente ovaro-bursale
(1,61%).

10. La Bivolul Indigen Roménesc, dimensiunile foliculilor primordiali si
evolutivi si grosimea straturilor foliculilor cavitari se incadreaza in masuratorile
raportate la bivolitele din tarile din Asia si sunt mult mai asemanatoare cu cele
ale bivolitelor europene (Bulgaria, Italia).

11. La nivelul ovarelor, principalele afectiuni au fost chistii foliculari care au
un aspect lamelar cu granuloasa detasata. Peretele chistului pare intrerupt
orientat inspre cavitatea cu lichid. Strutura peretelui chistic este bine
evidentiata, densa cu orientare cavitara, si cu o dimensiune medie de 1419 ym.
Deasemenea se observa vase de neoformatie, structuri fibroase si colagen
prezent in peretele chistilor ovarieni, compresat de continutul lichid, ce uneori
se detasa partial, s-au se organizeaza sub forma de microcavitati multiple.

12. La uterele cu endometrita necrotica si cu endometrita cronica purulenta,
s-au observat mucoasa degenerata si uneori denudata s-au cu aspect necrotic
si sfacelat iar in corion si submucoasa, fibroza si amiloidoza. Deasemenea
glandele endometriale sunt degenerate sever si infiltrate cu amiloid.

13. Leiocitele din media arterelor uterine de tip muscular apar degenerate,
vacuolizate si infiltrate cu lipide in cazul inflamatiilor uterine cronice. Amiloidoza
severa a corionului este o consecinta a inflamatiilor cronice reactive, amiloidul
fiind o proteina amorfa. Foliculii ovarieni cavitari au granuloasa vacuolizata si
incarcata n lipide, iar la nivelul tecilor foliculare se identifica capilare sangvine
ectaziate.

14. Grosimea peretelui uterin, aspectul miometrului cu vase abundente,
plexurile venoase aglomerate cu venule lacunare, dar si colabate si arteriole
cilindrice fac s& demonstreze ca la bivolite uterul are structuri tonice si kinetice
din abundenta. Aceste caracteristici ginecologice ale uterului de bivolita,
constatate la examenul transrectal, sunt o consecinta a ectaziei si congestiei
rapide a structurilor identificate histologic.
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12. UTILIZAREA ULTRASONOGRAFIEI IN MONITORIZAREA
FUNCTIEI DE REPRODUCTIE LA BIVOLITE

12. USE OF ULTRASONOGRAPHY IN MONITORING THE
REPRODUCTIVE FUNCTION IN BUFFALOES

Intr-un program de management al reproducerii la rumegatoare
ecografia reprezinta o etapa importanta. Diagnosticul cat mai timpuriu a
gestatiei, a resorbtiei embrionare, controlul dinamicii foliculare si a corpului
luteal cu privire la managementul reproducerii si a programelor de sincronizare,
diagnosticul sexului fetal si monitorizarea fiziopatologiei ovariene si uterine sunt
valoroase din punct de vedere economic la bubaline.

12.1 Material si metoda

Conform studiilor efectuate in diferite tari, perioada de gestatie a
bivolilor este variabila fiind cuprinsa intre 281 - 334 de zile, dar cele mai multe
studii dau limite cuprinse intre 310 si 330 zile. In tara noastra , durata medie de
gestatie la bivolite este de 313,57 — 315,10 zile (Runceanu s.a., 2012).

La ora actuala sunt disponibile mai multe date stiintifice privind
aplicarea ultrasonografiei in timp real pentru diagnosticarea gestatiei la bivoli
(Tomai, 2015) si chiar pentru determinarea sexului fetal.

Prin ecografie se poate diagnostica starea de gestatie incepand cu a
17-a zi de la monta s-au insamantare artificiald (Livia Vidu si Bota, 2014).
Aplicarea si metodele detaliate pentru efectuarea ultrasonografiei trans-rectale
pentru cercetarea reproductiva au fost revizuite si descrise in detaliu la bivol in
capitolul Bubaline Theriogenology, Purohit G.N. (2013) din International
Veterinary Information Service (IVIS).

12.2 Diagnosticul si monitorizarea gestatiei

Stabilirea diagnosticului de gestatie se realizeaza prin metode clinice
(sindromul de neintoarcerea la estrus, examenul transrectal), metode
imagistice (ultrasonografia uterind) si metode de laborator (dozarea
progesteronului din plasma si lapte, dozarea proteinelor asociate gestatiei).

Ultrasonografia a castigat o popularitate extraordinara in ultimii ani ca
instrument de diagnosticare in stiinta veterinara. Aplicatii diverse pentru
ultrasunografie, Tmbunatatirea continua a calitatii imaginii, disponibilitatea
scanerelor portabile cu ultrasunete si echipamente mai rentabile au dus la
acceptarea generala a acesteia in practica veterinara.
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In vederea realizarii ecografiei trans-rectale, trebuie efectuata o
contentie minima a bivolitelor n stand special si se executa vidarea rectului de
fecale. Sonda ecografului cu frecvente intre 5,0-7,5 MHz, protejata ntr-un
manson si lubrifiatd cu gel ultrasonografic este introdusa in rect si coarnele
uterine sunt scanate secvential.

Vizibilitatea anexelor fetale si a embrionului este treptata la bubaline.
Cea mai timpurie indicatie a gestatiei este vizualizarea veziculei embrionare n
ziua 19 - 20. Aceasta apare ca 0 zona anecoica, uneori fiind vizibil un buton
anecogen. Vezicula este mai intéi sferica si apoi devine alungita si de forma
neregulata in jurul zilei 26-29 (fig.12.2)

Tn ziua 30-35, amniosul este vizibil Tn jurul embrionului propriu-zis (fig
12.3 - 12.6). In ziua 42-45 la embrion se pot diferentia mugurii capului,
trunchiului si ai membrelor care devin mai clar vizibili in ziua 45 (fig 12.7 si fig.
12.8).

In ziua 50, componentele placentare pot fi vizualizate clar (fig 12. 9). In
Ziua 55, coastele osoase ale embrionului sunt vizibile ca dungi ecogene albe,
n timp ce n ziua 60 - 65 embrionul propriu-zis este vizibil in mod distinct capul
cu zona optica, membrele anterioare si membrele posterioare (fig. 12.10 — fig.
12.12).

Dupa véarsta de 70 de zile de gestatie embrionul se dezvolta intr-un ritm
mai accelerat, depasind 10 cm in lungime si pot fi identificate organele interne
(ficatul, cord) si scheletul fetal (fig. 12.13 si fig. 12.14).

In timpul ultrasonografiei, identificarea timpurie a embrionului este
dificila din cauza pozitiei sale, acesta fiind foarte aproape sau in contact cu
peretele uterin. La bivol, detectarea batailor inimii embrionare este, de
asemenea, un pas important in diagnosticul ultrasunografic cu dopler al
gestatiei, deoarece ne permite sa evaluam viabilitatea embrionului (Purohit,
2013).

Datele obtinute de noi sunt validate practic prin cele publicate de diversi
autori, deoarece sunt asemanatoare.

Principalul avantaj al scanarii cu ultrasunete pentru depistarea precoce
a gestatiei este faptul ca poate oferi un diagnostic precis mai devreme decéat
palparea rectala.

Desi precizia ultrasonografiei pentru diagnosticul gestatiei la bivoli este
mare n ziua 30, trebuie sa se ia in considerare reexaminarea bivolitelor care
evidentiaza semne pozitive ale gestatiei dupa ziua 60 datorita posibilitatilor de
resorbtie embrionara. Dupa literatura de specialitate mortalitatea embrionara
apare in intervalul 25 - 60 zile de gestatie (Campanile G, 2005) ceea ce poate
duce la erori in diagnostic.

Diagnosticul de gestatie la bivolite se face prin metode si tehnici
asemanatoare cu cele aplicate la bovine, acestea au ca principiu utilizarea
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combinata s-au separata a examenului clinic ginecologic transrectal si cel
ultrasonografic.

Examenul clinic transrectal la bivolite este mai dificil de realizat,
comparativ cu bovinele, din cauze morfologice si functionale. Ca impedimente
morfologice se remarca: postura si talia mai mica la bivolite, pozitia sacrumului
tesita, coarnele uterine sunt mai recurbate, iar ligamentul intercornal mai
dezvoltat. Ca aspecte fiziologice se enumera tonicitatea ridicata a sfincterului
rectal si contractilitati ampulei rectale, tapetarea cu grasime abundenta a
seroaselor pelvine, hiperkinezia si hipertonicitatea uterina, dimensiunea
ovarelor si a formatiunilor fiziologice de pe suprafata lor.

Diagnosticul de gestatie transrectal la bivolite trebuie realizat de
personalul cu cunostinte de reproductie morfo-fiziologica la bubaline.

Comparativ cu diagnosticul de gestatie transrectala la vaca, se constata
o oarecare decalare Tn perceptia reperelor specifice perioadei de gestatie.
Decalarea se refera la o intarziere in dezvoltare, s-au perceptie si identificare.
(tabel 12.2)

Astfel, ca tehnicd de lucru dup@ un masaj de vidare a rectului si
reperarea segmentelor genitale uterul la bivolite (BIR) devine rapid hiperkinetic
si hiperton ducand la formarea unei mase omogene si torsionata cu orientare
ventral-pelvina astfel coarnele uterine sunt greu de individualizat si daca este
gestatia incipienta in jurul varstei morfologice de 30 - 45 zile, apar erori in
diagnosticare.

Datorita tonicitatii corpului uterin si a peretelui uterin mai gros, asimetria
uterina intre cele doua coarne apare sesizabilda mai tarziu ca la vaca, in
intervalul 60-70 zile.

Corpul luteal gestativ (CLG) se caracterizeaza printr-un volum mai mic
si cu o coroana foarte putin evidenta la suprafata ovarului (fig. 12.1).

Senzatia de fluctuenta si prezenta ,,blocului de gheatad in apa,, se
percepe mai bine dupa varsta de 70 zile, cand lichidele alantocorionului
destind si subtiaza peretele corpului uterin.

Pentru acuratetea diagnosticului de gestatie la bivolite prin examen
transrectal s-a organizat un studiu pe un numar de 143 de bivolite (BIR)
clasificate ulterior gestante. Animalele au fost examinate prin manopere
ginecologice Tn trei intervale de timp diferite, dupa fiecare examinare
diagnosticul cert a fost stabilit prin ecografie (tabel 12.1).

Lotul 1 alcatuit din 56 de bivolite aflate n intervalul de 40-50 zile de la
estru. Lotul 2 format din 48 de bivolite intre 50-60 zile de la estru si Lotul 3
format din 51 de bivolite cu perioada de gestatie probabila intre 60-70 zile.

La lotul 1 de bivolite gestante in intervalul 40 - 50 zile de la estru s-au
identificat foarte putine date probabile de gestatie, cum ar fi alunecarea
alantocorionului si palparea sacului amniotic (ca un balon de lichid).
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Tabel 12.1

Diagnosticul de gestatie pe categorii de varsta prin ETR la bivolite

Table 12.1

Diagnosis of gestation, after age by transrectal examination in buffaloes

Numar Procent Interval de la Acuratete
. I.A/ monta/ diagnostic Observatii
145/145 100 % estru numar / procent
18/56 2 avorturi dupa 48 ore
Lot1l | 56/145 38,62 40 - 50 zile de la ETR
32,14% o
54 fatari
. 34/48 s
Lot 2 | 48/145 33,10 50 - 60 zile 70.83 % 48 fatari
Lot3 | 51/145 | 35,17 60 — 70 zile 50/51 51fatar
99%

Remarcam ca, coarnele uterine sunt inca simetrice, dar se poate
identifica o senzatie de gonflare a bazei coarnelor uterine si a corpului uterin.
Pe intreaga lungime a acestor segmente apar boselari, dand astfel uterului un
aspect ondulat. Pe unul din ovare se poate palpa un CLG dar redus ca marime
si cu coroana putin evidenta. Nu au fost observate subtieri ale peretelui uterin
prea evidente Tn acest interval.

Pentru acuratetea rezultatelor au fost luate in calcul doar bivolitele
diagnosticate gestante, ultrasonografic dupa efectuarea examenului
transrectal. Din 56 de bivolite examinate si presupuse gestante au fost gestante
prin ETR un numar de 18 (32%). Acuratetea diagnosticului ETR in intervalul
40-50 de zile a fost de 32,14%.

De remarcat este faptul ca dupa examinarea clinica la 24-48 de ore
doua bivolite au avortat. Consideram ca metoda clinica de palpare a
alantocorionului si a sacului amniotic pentru diagnosticul de gestatie la aceasta
varsta la bivolite implica un anumit grad de risc din cauza hiperactivitatii
contractile uterine si legaturile cotiledo-carunculare incipiente.

La lotul nr.2 de bivolite presupuse gestante n intervalul 50-60 zile de la
estru, examenul transrectal a identificat elemente de gestatie mai pronuntate,
in sensul ca peretele uterin incepe sa se subtieze se simte alantocorionul mult
mai evident cu decelarea fluidelor embrionare. Referitor la gradul de simetrie
intre coarnele uterine la doua luni de gestatie acesta este inca greu de sesizat,
aspectul uterului este ca si gonflat ondulat si boselat, mai evident pana la
curbura uterina.

Acuratetea diagnosticului de gestatie in perioada 50-60 zile de la estru
a fost de 70,83% (34/48).

La lotul 3 bivolite presupuse gestante intre 60-70 zile, diagnosticul clinic
prin examen transrectal a fost cel mai facil de stabilit deoarece elementele de
gestatie au fost decelate usor. La aceasta perioada asimetria coarnelor uterine
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devine foarte evidenta, diametrul cornului uterin creste cu 2-3 cm dublandu-si
marimea ntr-un interval scurt.

Senzatia de fluctuentd este evidenta si se deceleaza cu usurinta si
fetusul (senzatia de bloc de gheata in apa). Corpul luteal gestativ este palpabil,
de asemenea si alunecarea alantocorionului este foarte evidenta. Acuratetea
diagnosticului clinic transrectal in perioada 60-70 de zile de la estru la bivolul
indigen roméanesc (BIR) este de 98,04% (50/51).

Diagnosticul de gestatie prin examen transrectal (ETR) se pune greu si
tardiv in conditiile intensificarii productiei in fermele de profil. Dar au fost
evidentiate cateva elemente de diferentiere care se pot lua in calcul. Examenul
ecografic neinvaziv ramane cea mai buna metoda de diagnostic al gestatiei,
pentru intensificarea reproductiei si productivitatii in fermele de bubaline.

in tabelul 12.2. sunt prezentate gradual elementele care stau la baza
diagnosticului de gestatie si particularitatile descoperite la Bivolul Indigen
Romanesc.

Palparea transrectala a fost utilizatd pentru diagnosticarea gestatiei la
bovine de la inceputul anilor 90 si a fost procedura obisnuita de diagnostic pe
teren. Datorita multor similitudini cu bovinele, aceeasi metoda a fost probabil
utilizata si la bivolite. In timpul examinarii rectale, ovarul si uterul sunt palpate
prin peretele rectal.

Prezenta corpului luteal (CL) nu indica neaparat gestatia, iar detectarea
acestuia pe ovarul bubalin este dificila, deoarece este in cea mai mare parte
incorporata mai adanc in stroma ovariana iar coroana CL se proiecteaza mai
putin pe suprafata ovariana.

Rezultatele pozitive ale gestatiei includ identificarea prin palpare a:
asimetriei uterine, veziculei amniotice, alunecarii alantocorionului, identificarea
placentoamelor, palparea fatului si cresterea in dinamica a uterului in timpul
diferitelor perioade ale gestatiei.

Cantitatea de lichide fetale in zilele 31 - 40 este mai mica la bivolite
comparative cu bovinele. Acesta poate fi motivul diagnosticului de gestatie mai
dificil prin palparea transrectala.

Dupa autori cu expertiza in domeniu, palparea transrectala ca metoda
de diagnostic precoce a gestatiei a fost considerata corecta la bivoli dupa ziua
46 dupa IA/monta.

Acumularea de lichide fetale este scazuta pana in ziua a 40-a de
gestatie, dar ulterior exista o crestere semnificativa a volumului de lichide fetale
si a dimensiunii fetale, cu o crestere consecventa a dimensiunii uterului.
Cresterea secventiala a dimensiunii uterului este Tnainte si in sus, uterul marit
deplaséndu-se spre cavitatea abdominala. Pana in a sasea luna de gestatie,
uterul este localizat complet in cavitatea abdominala si numai placentoamele,
distensia uterina si fremitul arterei pot fi identificate la 5 - 7 luni de gestatie.

174



Tebel 12.2
Particularitatile de gestatie la bivolitd Tn dinamica varstei, prin examen clinic transrectal
Table 12.2.
Peculiarities of gestation in buffalo-cow in the dynamics of age, by transrectal examination

Date privind diagnosticul | 30 45 60 90 4 5 6 9 10
gestatiei zile | zile | zile | zile | luni | luni | luni | luni | luni

Subtierea peretelui uterin /4 * *

gestant -

Palparea sacului amniotic */+ * *

Alunecarea 4 . .

alantocorionului -

Asimetria coarnelor uterine *x * *

Palparea CL pe partea cu . . . .

cornul uterin gestant

Senzat,ig de ﬂuctuenté a *4 . . .

cornului uterin gestant B

Palparea carunculilor */+ * * *

Pulsatilitatea AUM pe

aceeasi parte cu cornul * * * * *

uterin gestant

Pulsatilitatea AUM si pe

partea opusa cornului * * * *

gestant

Palparea fatului/zone . . . .

anatomice din fat

Flense witi
1

2018/10/09 10:56

Fig 12.1 Ovar de bivolita cu corp luteal Fig 12.2 Gestatie bivolita 29 zile, sonda 7,5

gestativ (CLG) MHz. Embrion excentric si lichid embrionar
Fig. 12.1 Buffalo ovary with gestational acumulat in lumenul uiterin
luteal body Fig. 12.2 Buffalo gestation 29 days, 7.5 MHz

probe. Eccentric embryo and embryonic fluid
accumulated in the uterine lumen
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Fig 12.4 Uter bivolita, 33 zile de gestatie,

FlEse wit: oo
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Fig 12.3 Uter bivolita, 31 zile de gestatie,

sonda 6 MHz. Lichid amniotic si embrion sonda 8 MHz. Diametru uterin hipoecogen,
hiperecogen buton embrionar de 10 mm

Fig. 12.3 Buffalo uterus, 31 days gestation, Fig. 12.4 Buffalo uterus, 33 days gestation,

6 MHz probe. Amniotic fluid and 8 MHz probe. Hypoechoic uterine diameter,

hyperechoic embryo 10 mm embryonic bud

GESTATIE 1,5L_
biwolita

Plesse wit,

! | DBST-GINEGA=FITY

-D 2.3%5 -
Fig 12.5. Uter bivolita, 38 zile de gstati, v 12.6. Uter bivolita, 39 zile de gestatie,
sonda 6 MHz. Diametru uterin aproximativ 2 sonda 6 MHz. Se diferentiaza butonii

cm si embrion excentric centurii pelvine si membrele
Fig. 12.5 Buffalo uterus, 38 days gestation, 6  Fig. 12.6 Buffalo uterus, 39 days gestation,
MHz probe. Uterine diameter about 2 cm and 6 MHz probe. The buttons of the pelvic
eccentric eb 0 girdle and the limbs are differentiated

(L] =

1 0 CoFY 1 hae
Fig 12.7 Uter bivolita, 40 zile de gestatie, Fig 12.8 Uter bivolita, 44 zile de gestatie,
sonda 6 MHz. Lumenul uterin destins de sonda 6 MHz. Evidentierea membranei si

Flense wit,
1

lichide, excentric se observa embrionul alungit lichidului amniotic
cu hiperecogenitate la capete Fig. 12.8 Buffalo uterus, 44 days gestation,
Fig. 12.7 Buffalo uterus, 40 days gestation, 6 6 MHz probe. Highlighting the membrane
MHz probe. and amniotic fluid
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Flense it
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Fig 12.9 Uter bivolita, 55 zile de gestatie, sonda

6 MHz. Este vizibila coloana vertebrala in
regiunea cervicala si splahnocraniu cu partea
mandibulara si orbital
Fig. 12.9 Buffalo uterus, 55 days gestation, 6
MHz probe.

Fig 12.11 Uter bivolita, 60 zile de gestatie,
sonda 8 MHz. Zona cefalica cu maxilla
mandibula si orbite foarte vizibile

Fig 12.11 Buffalo uterus, 60 days
gestation, 8 MHz probe.

Pletse it
1

Fig 12.13 Gestatie 70 zile, sonda 6 MHz.
Diametrul sacului embrionar de 4,17 cm,
schelet complete format
Fig 12. 13Gestation at 70 days, 6 MHz
probe.

Pletst wit.
1

(]

al P OBST-GINECES FHY

Fig 12.10 Uter bivolita, 62 zile de gestatie,

sonda 6 MHz. Vertebrele cocigiene si
membrul stang posterior

Fig. 12.10 Buffalo uterus, 62 days gestation,
6 MHz probe. Coccygeal vertebrae and left

“hind limb

Fig 12.12 Uter bivolita, 67 zile de gestatie,

sonda 6 MHz. Diametru toracic peste 2,5 cm
Fig 12. 12 Buffalo uterus, 67 days gestation, 6

MHz probe

Fig 12.14 Gestatie bivolita. Sonda 6 MHz
Cord fetal Tn diametru de 4,12 cm
Fig 12.14 Buffalo gestation. 6 MHz probe,
Fetal cord with a diameter of 4.12 cm
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12.3 Concluzii partiale

1. Acuratetea diagnosticului de gestatie la bivolul indigen
romanesc (BIR) prin palpare transrectala in perioada 50-60 zile de la estru a
fost de 70,83%, iar Tn perioada 60-70 de zile este de 98,04%.

2. Acumularea de lichide fetale este scazuta pana in ziua 40 a
gestatiei, dar ulterior exista o crestere semnificativda a volumului de lichide
fetale si a dimensiunii fetale, cu o crestere consecventa a dimensiunii uterului.

3. Tn ziua 30-35, amniosul este vizibil In jurul embrionului propriu-
zis. In ziua 42-45 la embrion se pot diferentia mugurii capului, trunchiului si ai
membrelor care devin mai clar vizibili in ziua 45.

4, Precizia ultrasonografiei pentru diagnosticul gestatiei la bivolite
este mare la 30 -35 de zile, dar trebuie sa se ia In considerare reexaminarea
bivolitelor care evidentiazd semne pozitive ale gestatiei dupa ziua 60 datorita
posibilitatilor de moarte si resorbtie embrionara timpurie.

5. Rezultatele pozitive ale gestatiei includ identificarea prin palpare
a: asimetriei uterine, veziculei amniotice, alunecarii alantocorionului,
identificarea placentoamelor, palparea fatului si cresterea in dinamica a uterului
in timpul diferitelor perioade ale gestatiei.

6. Cantitatea de lichide fetale in zilele 31 - 40 este mai mica la
bivolite comparative cu bovinele. Acesta poate fi motivul diagnosticului de
gestatie mai dificil prin palparea transrectala
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13. CONCLUZII FINALE SI PERSPECTIVE DE CERCETARE

1. La ferma Terra di Bufala in perioada anilor 2016 — 2017 s-a observat
clar preocuparea crescatorului de a obtine un efectiv matca de bivolite tinere,
cu potential pentru reproductie si pentru cresterea productie de lapte. Tn anul
2017 efectivul de bivolite tinere a crescut cu 40% comparativ cu anul anterior.

2. In cadrul SCDCB Sercaia sistemul de programare a bivolitelor si
vitelelor la monta si fatare este sezonier, fatarile sunt concentrate in proportie
de 70 — 75% din efectivul femel apt de reproductie in perioada martie - iunie,
pentru a se valorifica furajele verzi din cursul verii in vederea cresterii productiei
de lapte.

3. Ferma Bradano River din ltalia, specializatd pentru cresterea
bivolitelor pentru productia de lapte, in 2017 a avut 76,5% dintre bivolitele
adulte in lactatie, media productiei de lapte pe bivolita fiind. de 10,2 L / zi.

4. La bivolitele crescute in ferma Terra di Bufala, analiza datelor
inregistrate in anul 2017 privind sezonalitatea reproductiei a evidentiat ca
activitatea ovariend mai intensa se inregistreaza in sezonul cald. In lunile de
iarna (anul 2017) anestru s-a instalat la aproximativ 90% din efectivul de
bivolite, estrusul spontan a fost diagnosticat la 50,8% dintre bivolite primavara,
30,5% vara, 13,6% toamna si 5,1% iarna.

5. Principalii indici de reproductie calculati pentru cele doua ferme din
Romania au fost: Calving Intervalul - 547 zile pentru ferma de la Razboieni si
443,2 zile pentru ferma de la Sercaia respectiv Servce Preiodul - 140 zile,
pentru ferma de la Razboieni si 140,2 zile, pentru ferma de la Sercaia.

6. Referitor la afectiunule aparatului genital, la ferma de la Raboieni s-
au inregistrat in perioada 2016 — 2017, 33% afectiuni ale ovarelor (hipotrofii
ovariene, chisti foliculari si chisti luteinici) in timp ce la ferma de la Sercaia, in
perioada anilor 2017 — 2018, procentul pentru afectiunile ovariene a fost de
43%.

7. Fercventa retentiile placentare in perioadele studiate la cele doua
ferme a fost crescuta in lunile reci ale anului (sezonele toamna — iarna si
Tnceputul primaverii), in perioada iunie — septembrie neinregistrindu-se niciun
caz.

8. Tinand cont de sezonalitatea bivolilor si ca ovarele au dimensiuni
reduse, dar cu reactivitate mare, hipotrofiile de gradul | si Il pot fi tratate prin
terapie hormonala specificd asociata cu o alimentatie echilibrata si terapie
neuroreflexa.

9. Hipotrofia de gradul lll a fost considerata atrofie ovariana si nu a fost
supusa tratamentului deoarece raspunsul ovarian este slab sau inexistent, iar
tratamentul costisitor.
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10. In tratamentul aplicat bivolitelor diagnosticate cu corp luteal
persistent in Ferma Il in anii 2017 - 2018 la 20% din cazuri, estru a aparut pana
la 3 zile de la administrarea prostaglandinei, iar la 30% din cazuri estru a aparut
dupa 15 zile de la prima administrare.

11. Din cazurile tratate cu chisti foliculari, 40% din bivolitele au intrat in
calduri la peste 21de zile de la administrare (interval de 21 — 25 zile).

12. Din cazurile tratate cu chisti luteinici 20% din bivolitele au intra in
calduri la 17 zile de la sfarsitul tratamentului, iar in restul cazurilor revenirea
ciclicitatii a fost mai tardiva (dupa 60 de zile).

13. La ferma Terra di Bufala, Razboieni, intr-un studiu de sincronizare
a estrului la bivolite, s-a constatat ca dupa prima administrare de PGFa, au fost
diagnosticate in faza estrala 25% bivolite. La 75% dintre bivolite li s-a
administrat si a doua doza de PGF, care a indus estru in ziua 13 - 14 la un
procent de 33,3%.

14. Luand in calcul inducerea estrului prin administrarea de factor
luteolitic (PGFa) la bivolite in luna februarie (in extrasezonul de reproductie),
s-a constatat o valoare de 58,3% estru indus (25% Tn urma unei singure
administrari respectiv 33,3% dupa cea de-a doua administrare).

15. Inducerea estrului la vitele de bivolitd in extrasezon (vara) a avut o
valoare de 88,2 %. La toate bivolitele aflate in estru clinic a fost identificat
ecografic pe ovar unul s-au doi foliculi dominanti. Rata de gestatie in sezonul
de vara a atins valori de 76,5% in urma montei dirijate.

16. Protocolul OvSynch multiplu, utilizat in Ferma Bradano River, Italia,
organizeaza activitatea de reproductie in ferma, astfel incat sa existe o
corelatie echilibrata intre numarul de animale, resursa umana si productivitate.

17. Aplicarea sincronizarii estrului prin GnRH-PG-GnRH, duce la
gestionarea exacta a valurilor foliculare si a managementului corpului luteal.
Inducerea unui folicul dominant pe ovar si stimularea ovulatiei face ca IA sa se
faca la timp fix, fiind posibild programarea ei in functie de necesitati si timp
disponibil.

18. Fecunditatea medie in ferma Bradano River in perioada 2015 - 2017
a fost de 73,8%, fiind diagnosticate gestante un numar de 456 de bivolite din
618 insamantate artificial.

19. Rata conceptiei totala a protocolului de OvSynch cu FTIA
unicornuala cu sperma sexata, in ferma Terra di Bufala, a fost de 45%.

20. La parturitie au fost obtinuti 9 fetusi vii si viabili din care raportul
dintre sexe a fost de 88,8% in favoarea celui femel. Afirmam ca obiectivul de
crestere a potentialului genetic la bivolite prin folosire biotehnicii de inducere a
estrului si a ovulatiei si insamantarea artificiala programata cu material seminal
sexat poate deveni realizabil.
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21. Dezvoltarea embrionilor de bubaline au o evolutie mai rapida cu
aproximativ 24 h fata de embrionii bovini. Asadar, embrionul bovin in ziua a 7-
a dupa fertilizare se afla in stadiul de dezvoltare de blastocist expandat, in timp
ce acelasi stadiu este atins la bubaline in ziua a 6-a de dezvoltare.

22. In urma tratamentul de poliovulatie, PridDelta 11 zile, PG - PMSG
(2500 U.1.) administrat la bivolite, a avut o reactivitate buna obtinandu-se in
ziua flusingului patru embrioni si o rata a fatarii de 25 %.

23. Conform Asociatiei Romane de Embrio Transfer (Raport ARET si
AETE 2019), a fost raportata fatarea primul vitel de bivol obtinut prin ET la
Bivolul Indigen Roméanesc.

24. Metoda de recoltare prin punctia si aspiratia foliculilor de bivolita are
un procent de reusita de 45,45%, raportul folicul / ovocita identificata a fost de
11/5.

25. Din totalul de 56 de ovocite 42,85% au reprezentat ovocite
cultivabile, acestea au un aspect uniform cu structurd asemanatoare si grad de
dezvoltare similar, reprezentédnd o populatie de ovocite care pot continua cu
succes etapele urmatoare ale fertilizarii in vitro.

26. La bubaline, tonicitatea uterului fiind crescuta, peretele uterin pare
mai dezvoltat, vasele sangvine au un aspect ondulat. Toate aspectele descrise,
asociate si cu perioada de gestatie mai mare decéat la bovine, fac ca
evidentierea gestatiei la bubaline sa fie mai intarziata

27. Studiul morfologic asupra ovarelor de bivolita de la ferma Terra di
Bufala a aratat ca forma ovarelor a fost ovala alungita sau ovoid aplatizata.
Ovarele de dimensiuni mari cu foliculi prezenti pe suprafata au o forma sferica,
globuloasa. Suprafata ovarelor cu foliculi mici a fost neteda iar unele ovare din
faza luteala au avut consistenta dura.

28. Acuratetea diagnosticului de gestatie la bivolul indigen roméanesc
(BIR) prin palpare transrectala in perioada 50 - 60 zile de la estru a fost de
70,83%, iar in perioada 60 - 70 de zile este de 98,04%.

29. Precizia ultrasonografiei pentru diagnosticul gestatiei la bivolite este
mare la 30 -35 de zile, dar trebuie sa se ia in considerare reexaminarea
bivolitelor care evidentiaza semne pozitive ale gestatiei dupa ziua 60 datorita
posibilitatilor de moarte si resorbtie embrionara timpurie.
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14. FINAL CONCLUSIONS AND RESEARCH PERSPECTIVES

1. At the Terra di Bufala farm between 2016 and 2017, it was clear that
the breeder's concern was to obtain a queen of young buffaloes, with potential
for reproduction and to increase milk production. In 2017, the number of young
buffaloes increased by 40% compared to the previous year.

2. Within SCDCB Sercaia, the programming system for buffaloes and
calves during breeding and calving is seasonal, the calves are concentrated in
a proportion of 70 - 75% of the female herd capable of reproduction during
March - June, in order to capitalize on the green fodder during in order to
increase milk production.

3. The Bradano River farm in Italy, specialized in raising buffaloes for
milk production, in 2017 had 76.5% of adult buffaloes in lactation, the average
milk production per buffalo being. of 10.2 L / day

4. In buffaloes raised on the Terra di Bufala farm, the analysis of data
recorded in 2017 on the seasonality of reproduction showed that more intense
ovarian activity is recorded during in the warm season. In the winter months
(2017) anestrus settled in about 90% of the buffalo population, spontaneous
estrus was diagnosed in 50.8% of buffaloes in spring, 30.5% in summer, 13.6%
in autumn and 5.1% in winter.

5. The main reproduction indices calculated for the two farms in
Romania were: Calving Interval - 547 days for the farm from Razboieni and
443.2 days for the farm from Sercaia and Servce Preiodul - 140 days for the
farm from Razboieni and 140 , 2 days, for the farm from Sercaia.

6. Regarding the disease of the genital tract, at the farm from Raboieni
were registered between 2016 and 2017, 33% of ovarian diseases (ovarian
hypotrophy, follicular cysts and lutein cysts) while at the farm from Sercaia,
during the years 2017 - 2018, the percentage for ovarian diseases was 43%.

7. The frequency of placental retention in the periods studied at the two
farms was increased in the cold months of the year (autumn - winter and early
spring seasons), during June - September no case was registered.

8. Given the seasonality of buffaloes and that the ovaries are small but
highly reactive, grade | and Il hypotrophs can be treated by specific hormone
therapy associated with a balanced diet and neuroreflex therapy.

9. Grade lll hypotrophy was considered ovarian atrophy and was not
treated because the ovarian response is weak or non-existent and the
treatment is expensive.

10. In the treatment applied to buffaloes diagnosed with persistent luteal
body in Farm Il in the years 2017 - 2018, in 20% of cases estrus appeared up
to 3 days after prostaglandin administration, and in 30% of cases estrus
appeared after 15 days of at the first administration.
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11. Of the cases treated with follicular cysts, 40% of the buffaloes
entered the heat more than 21 days after administration (interval of 21-25
days).

12. Of the cases treated with lutein cysts, 20% of the buffaloes with
ovarian cysts became hot 17 days after the end of the treatment, and in the rest
of the cases the return of cyclicity was later (after 60 days).

13. At the Terra di Bufala farm, R&zboieni, in a study of estrus
synchronization in buffaloes, it was found that after the first administration of
PGFa, 25% buffaloes were diagnosed in the estrous phase. 75% of the
buffaloes were also given the second dose of PGF, which induced estrus on
day 13-14 at 33.3% of the buffaloes.

14. Taking into account the induction of estrus by the administration of
luteolytic factor (PGFa) to buffaloes in February (in the off-season), a value of
58.3% of induced estrus was found (25% following a single administration,
respectively 33.3 % after the second administration).

15. The induction of estrus in buffalo calves in the off-season (summer)
had a value of 88.2%. In all the buffaloes in clinical estrus, one of the two
dominant follicles was identified by ultrasound on the ovary. The gestation rate
in the summer season reached values of 76.5% following the directed breeding.

16. The Multiple OvSynch Protocol, used on Bradano River Farm, Italy,
organizes breeding activity on the farm so that there is a balanced correlation
between the number of animals, human resources and productivity.

17. The application of estrus synchronization through GnRH-PG-GnRH,
leads to the exact management of follicular waves and the management of the
luteal body. The induction of a dominant follicle on the ovary and the stimulation
of ovulation makes Al to be done at a fixed time, being possible to schedule it
according to needs and available time.

18. The average fertility in the Bradano River farm between 2015 and
2017 was 73.8%, being diagnosed pregnant with a number of 456 buffaloes
from 618 Al

19. The overall conception rate of the Ovsyinch protocol with unicornual
FTIA and sexed semen on the Terra di Bufala farm was 45%.

20. At birth, 9 live and viable fetuses were obtained, of which the sex
ratio was 88.8% in favor of the female. We state that the goal of increasing the
genetic potential of buffaloes by using artificial insemination with sexed material
can become achievable.

21. The development of buffalo embryos evolves about 24 hours faster
than bovine embryos. Therefore, the bovine embryo on the 7th day after
fertilization is in the stage of expanded blastocyst development, while the same
stage is reached in buffaloes on the 6th day of development.
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22. Following the 11-day PRID DELTA poliovulation treatment, PG-
PMSG 2500 U.l. administered to a buffalo, it had a good reactivity obtaining on
the day of flushing four embryos and a birth rate of 25%.

23. According to the Romanian Embryo Transfer Association (ARET
2019 and AETE Report), the calving of the first buffalo calf obtained by ET was
reported at the Romanian Indigenous Buffalo.

24. The method of harvesting by puncture and aspiration of buffalo
follicles has a success rate of 45.45%, the identified follicle / oocyte ratio was
11/5.

25. Out of a total of 56 oocytes, 42.85% represented cultivable oocytes,
they have a uniform appearance with a similar structure and similar degree of
development, representing a population of oocytes that can successfully
continue the next stages of in vitro fertilization.

26. In buffalo, the tonicity of the uterus is increased, the uterine wall
seems more developed, the blood vessels have a wavy appearance. All the
described aspects, associated with the longer gestation period than in cattle,
make the highlighting of gestation in buffaloes more delayed.

27. The morphological study of buffalo ovaries from the Terra di Bufala
farm showed that the shape of the ovaries was oval elongated or ovoid
flattened. The large ovaries with follicles present on the surface had a spherical,
globular shape. The surface of the ovaries with small and prominent follicles
was smooth and some ovaries from the luteal phase had a hard consistency.

28. The accuracy of the gestation diagnosis in the Romanian indigenous
buffalo (BIR) by transrectal palpation in the period 50-60 days after estrus was
70.83%, and in the period 60-70 days it is 98.04%.

29 . The accuracy of ultrasonography for the diagnosis of gestation in
buffaloes is high at 30-35 days, but the re-examination of buffaloes that show
positive signs of gestation after day 60 due to the possibility of death and early
embryonic resorption should be considered.
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Fig.10.17 Ovar de bivolita cu 6 foliculi, la momentul estrului in poliovulatia cu Pluset, pag.135 / Fig. 10.17
Buffalo ovary with 6 follicles, at the time of estrus in the polyovulation with Pluset

Fig.10.18 Inocularea (transferul propriu-zis) embrionului obtinut invivo, pag 135 / Fig. 10.18 Inoculation
(actual transfer) of the embryo obtained in vivo

Fig.10.19 Ovar de bivolita cu dimensiunea de 1,9/2,5 cm, si cu 2 CL, la momentul flushing-ului uterin, pag
.137 / Fig. 10.19 Buffalo ovary with a size of 1.9/ 2.5 cm, and with 2 CL, at the time of uterine flushing

Fig.10.20 Ovar de bivolita cu 4 CL si dimensiune de 1,77/2,9 cm , pag.137 / Fig.10.20 Buffalo ovary with
4 CL and size of 1.77 /2.9 cm

Fig. 10.21 Extras din Raportarea IETS din 17.01.2020, SUA. Romania si Italia au raportat activitati de
embrio-transfer la bubaline, pag137 / Fig. 10.21 Quoted from the IETS Report of 17.01.2020, USA, Romania
and Italy reported embryo-transfer activities in buffaloes.

Fig. 10.22 Recoltarea ovocitelor de bivolitd prin punctie si aspirare, pag 141/ Fig. 10.22 Collection of
buffalo oocytes by puncture and aspiration

Fig. 10.23 Recoltarea ovocitelor de bivolita prin felierea ovarelor. pag 141/ Fig. 10.23 Collection of buffalo
oocytes by slicing the ovaries

Fig. 10.24 Ovaocite de calitate superioara incadrate in clasa | (A) Complexul cumulus ooforum este evident,
compact, in multe straturi in jurul ovocitei, membrana pelucida integra, spatiu perivitelin evident, cromatina
fin granualra si omogena, pag. 143 / Fig. 10.24 High-quality oocytes in Class | (A) The cumulus ooforum
complex is obvious, compact, in many layers around the oocyte

Fig. 10.25 Grup de ovocite (complex ovocita-cumulus) incadrate In clasa a ll-a (B). Straturi cumulus
compacte, ooplasma granulara, spatiu perivitelin evident, pag.143 / Fig. 10.25 Group of oocytes (cumulus
oocyte complex) classified in class Il (B). Compact cumulus layers, granular ooplasm, obvious perivitelline
space

Fig. 10.26 Ovocite ncadrate in clasa Ill (C) cu cromatina fragmentata si vacuolizata, putine straturi de
cumulus , pag.144 / Fig. 10.26 Class Il (C) oocytes with fragmented and vacuolised chromatin, few cumulus
layers.

Fig. 10.27 Grup de ovocite incadrate in clasa IV (D) cu cromatina condensatd, membrana pelucida
fracturata, cumulus lipsa s-au neomogen, pag.144 / Fig. 10.27 Group of class IV (D) oocytes with condensed
chromatin, fractured pellucid membrane, missing cumulus were inhomogeneous

Fig. 11.1 Aprecierea dimensiunilor si greutétii ovarelor prin metode biometrice, A. Masurare, B. Cantarire,
pag.148 / Fig. 11.1 Assessment of ovarian size and weight by biometric methods, A. Measurement, B.
Weighing

Fig. 11.2 Aspect macroscopic al aparatului genitalt la bivolite. Vedere de ansamblu a structurilor anatomo
- obstetricale nedisecate, pag.149 / Fig. 11.2 Macroscopic appearance of the complete genital tract in
buffaloes. Overview of undissected anatomical - obstetric structures

Fig. 11.3 Aspecte morfometrice ale uterului si ovarelor la bivolitele sacrificate. pag. 150. / Fig. 11.3
Morphometric aspects of the uterus and ovaries in slaughtered buffaloes.

Fig. 11.4 Aparat genital de bivolita freemartina. V. — vulva, C. — clitoris, M.U. — meat urinar, V.V. - vestibul
vaginal, VG. — vagin, pag. 150/ Fig. 11.4 Freemartine buffalo genitalia

Fig. 11.5 Uter gestant de bivolitd la doua luni. A. Uter nesectionat; B. Uter sectionat si evidentiat embrionul,
pag .152 / Fig. 11.5 Pregnant uterus of buffalo at two months. A. Unsectional uterus; B. Uterus sectioned
and embryo highlighted

Fig 11.6 Utere gestante de bivolita (3 luni — stanga, 4 luni - dreapta) , pag. 152 / Fig 11.6 Pregnant buffalo
uterus

Fig. 11.7 Uter gestant, corn uterin drept in diametru de 5,5 cm pag.153 / Fig 11.7 Pregnant uterus

Fig. 11.8 Uter gestant, corn uterin stang in diametru de 7 cm. pag.153 / Fig 11.8. Pregnant uterus

Fig. 11.9 Aspect de ansambu al uterului sectionat la bivolita. C.U. — corp uterin, O.ST. — ovar stang, CORN
U. — corn uterin, pag. 153/ Fig. 11.9 Overall appearance of the uterus sectioned at the buffalo. C.U. - uterine
corpus, O.ST. - left ovary, CORN U. - uterine horn

Fig. 11.10 Aparat genital de bivolita. Aspectul aparatului si topografia ovarelor pag. 154 / Fig. 11.10 Buffalo
genitalia. Appearance the tract and topography of the ovaries

Fig.11.11 Uter de bivolita, aspect pe sectiunea longitudinald, pag.155 / Fig.11.11 Buffalo uterus,
appearance on the longitudinal section
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Fig. 11.12 Ovar de bivolita cu foliculi evolutivi si un mic corp luteal in faza de involutie (albicans) p.157 /
Fig. 11.12 Buffalo ovary with evolutionary follicles and a small luteal body in the involution phase (albicans)

Fig. 11.13 Ovar de bivolita cu dimensiunea de 2/1,5 cm, cu aspect globulos, lucios, de culoare roz pal,
pag.157 / Fig. 11.13 Ovary buffalo size of 2 cm / 1.5 cm, globular appearance, shiny, pale pink

Fig. 11.14 Ovar de bivolita cu doi corpi luteali (aspect pe sectiune), unul in faza active, de culoare visinie
si celalalt in faza de involutie, de culoare galbuie, pag. 158 / Fig. 11.14 Buffalo ovary with two luteal bodies
(sectioned appearance), one in the active phase, cherry in color and the other in the involution phase,
yellowish in color

Fig. 11.15 Ovar polichistic la bivolita. A. Aspect macroscopic. Ovarul prezinta o forma aproape sferica, cu
suprafata usor dantelatd. Marimea ovarului este de aproximativ 4 cm. Peretele subtire lasa sa se observe
un lichid translucid galbui in interior. B. Sectiune, pag 160, / Fig. 11.15 Polycystic ovary in buffalo. A.
Macroscopic appearance. The ovary has an almost spherical shape, with a slightly laced surface. The size
of the ovary is about 4 cm. The thin wall reveals a yellowish translucent liquid inside. B. Section through the
ovary.a

Fig. 11.16 Ovare de bivolita, macroscopic. Ovar globulos cu foliculi cavitari (A, C) si aspectul lor pe sectiune
(B, F), sectiune ovar CL in organizare (D), Ovar cu CL chistic (E). pag .160 / Fig. 11.16 Buffalo ovaries
,macorscopic Globular ovary with cavitary follicles (A, C) and their appearance on section (B, F), CL ovarian
section in organization (D), Ovary with cystic CL (E).

Fig. 11.17 Aspecte macroscopice patologice utero-ovariene. Hidrosalpinx unilateral stang (A), chist
parasalpingian si ovar polichistic (B), chist al CL (C), aderente parauterine (D). pag. .161 / Fig. 11.17
Pathological macroscopic aspects of utero-ovaries. Left unilateral hydrosalpinx (A), parasalpingian cyst and
polycystic ovary (B), CL cyst (C), parauterine adhesions (D).

Fig. 11.18 Ovar bivolita, col. HEA. Structura unui folicul tertiar de bivolita. FIG., pag. 165/ Fig.11.18 Buffalo
ovary, col. HEA. The structure of a tertiary buffalo follicle TE — teaca externa, Tl — teaca interna, G —
granuloasa

Fig. 11.19 Ovar bivolita, col. HEA. Aspectul granuloasei si al discului proliger la un folicul dominant, pag.
165 / Fig.11.19 Buffalo ovary, col. HEA. Appearance in detail

Fig. 11.20 Ovar bivolita, col. HEA. Structura peretelui foliculului preovulator la bivolita. TE in diametru de
144 pm, Tl cu dimensiunea de 99 pum, cu celule secretorii, membrana Savjanski cu delimitare distincta,
granuloasa (G) de 66 pum, pag.161 / Fig. 11.20 Preovulatory follicle wall structure

Fig. 11.21 Ovar bivolitd, col HEA. Folicul cavitar de 2,4 mm. Antrul ocupat cu lichid follicular, pag. 165 /
Fig. 11.21 Oval buffalo, HEA collar. 2.4 mm cavity follicle. Follicle occupied with follicular fluid

Fig. 11.22 Ovar bivolita, col HEA. Doi foliculi cavitari in evolutie, intre 1,3 — 1,5 mm, pag .166 / Fig. 11.22
Oval buffalo, col HEA. Two evolving cavitary follicles, with a diameter between 1.3 - 1.5 mm

Fig. 11.23 Ovar de bivolita, col. HEA. Corp luteal. Printre celulele luteale mari se observa eozinolfile
plasmatice de culoare roz, pag .166. / Fig. 11.23 Buffalo ovary, col. HEA. CL

Fig. 11.24 Oviduct de bivolita, col HEA. Se observa epiteliu dantelat cu aspect ciliat prismatic. Mucoasa
oviductului predomina, iar musculoasa este sub forma unor fibre rarefiate si intercalate de vase,, pag. 166 /
Fig. 11.24 Oviduct of buffalo, col. HEA.

Fig. 11.25 Uter de bivolitd, col. HEA. Aspectul glandelor uterine din lamina propria, cu canale sinuoase si
traectorie tubular rectilinie, pag.166 / Fig. 11.25 Buffalo uterus, col. HEA. The appearance of the uterine
glands

Fig. 11.26 Uter bivolita, vascularizatie, col PAS. Mucoasa are un aspect vacuolizat, pe baza activitatii
secretiei intense glandulare. Miometrul este foarte evident cu multe fibre musculare. Intre leiocite se identifica
o retea bogata de vase agglomerate, pag. 166 / Fig. 11.26 Buffalo uterus, vascularization

Fig. 12.27 Plex vascular uterin, col. PAS. Compus din artere, vene si capilare. Artera din imagine prezinta
hematii captive, venele sunt dilatate si cu peretii subtiri, iar capilarele au diverse calibre si prezinta hematii,
p.196 / Fig.12.27 Uterine vascular plexus, col.PAS.

Fig. 11.28 Ovar de bivolita cu foliculi, col. HEA. Foliculi evolutivi (secundari si tertiari) cu granuloasa
incarcata in lipide, pag. 167 / Fig.11.28 Follicle ovary with follicles, HEA.

Fig. 11.29 Ovar de bivolita, col. HEA. Folicul cavitar. Teaca externa a foliculului cu capilare sangvine
ectaziate. in plan superior sunt vizibili foliculii primordiali, pag.167 / Fig.11.29 Buffalo ovary, col. HEA.
Cavitary follicle.

Fig.11.30 Ovar de bivolita, col. HEA. Chist folicular Peretele chistului folicular prezintd detasarea
granuloasei. Dimensiunea 2,4 mm, pag. 167 / Fig. 11.30 Buffalo ovary, col. HEA. The cyst wall

Fig. 11.31 Perete chist ovarian bivolita, col. HEA. Structura bine evidentiata densa cu orientare cavitara,
pag. 167 / Fig. 11.31 Buffalo ovarian cyst wall, col. HEA

Fig. 11.32 Uter bivolita. col. HEA. Necroza glandelor endometriale. Amiloidoza in submucoasa, pag 167 /
Fig.11.32 Buffalo uterus. col. HEA. Necrosis of the endometrial glands

Fig. 11.33 Uter bivolita, col. HEA. Amiloidoza severa a corionului. Amiloid imun, consecint{a a endometritei
purulente cornice. Celule inflamatorii reactive. pag. 167 / Fig. 11.33 Buffalo uterus, col. HEA. Severe
amyloidosis of the chorion.

Fig. 11.34 Uter bivolita, col. HEA. Aspect de ansamblu al degenerarii endometrului si miometrului in cazul
unei metrite purulente consecutive retentiei anexelor fetale, pag.168 / Fig. 11.34 Buffalo uterus, col. HEA.
Overview of endometrial degeneration
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Fig 12.1 Ovar de bivolita cu corp luteal gestativ (CLG), pag. 175 / Fig. 12.1 Buffalo ovary with gestational
luteal body

Fig 12.2 Gestatie bivolita 29 zile, sonda 7,5 MHz. Embrion excentric si lichid embrionar acumulat in lumenul
uiterin, pag. 175/ Fig. 12.2 Buffalo gestation 29 days, 7.5 MHz probe. Eccentric embryo and embryonic fluid
accumulated in the uterine lumen

Fig 12.3 Uter bivolita, 31 zile de gestatie, sonda 6 MHz. Lichid amniotic si embrion hiperecogen pag .176
/ Fig. 12.3 Buffalo uterus, 31 days gestation, 6 MHz probe. Amniotic fluid and hyperechoic embryo

Fig 12.4 Uter bivolita, 33 zile de gestatie, sonda 8 MHz. Diametru uterin hipoecogen, buton embrionar de
10 mm, pag. 176 / Fig. 12.4 Buffalo uterus, 33 days gestation, 8 MHz probe. Hypoechoic uterine diameter,
10 mm embryonic bud

Fig 12.5. Uter bivolita, 38 zile de gestatie, sonda 6 MHz. Diametru uterin aproximativ 2 cm si embrion
excentric, pag .176 / Fig. 12.5 Buffalo uterus, 38 days gestation, 6 MHz probe. Uterine diameter about 2 cm
and eccentric embryo

Fig.12.6. Uter bivolita, 39 zile de gestatie, sonda 6 MHz. Se diferentiaza butonii centurii pelvine si
membrele, pag. 176 / Fig. 12.6 Buffalo uterus, 39 days gestation, 6 MHz probe. The buttons of the pelvic
girdle and the limbs are differentiated.

Fig 12.7 Uter bivolita, 40 zile de gestatie, sonda 6 MHz. Lumenul uterin destins de lichide, excentric se
observa embrionul alungit cu hiperecogenitate la capete, pag. 176 / Fig. 12.7 Buffalo uterus, 40 days
gestation, 6 MHz probe.

Fig 12.8 Uter bivolita, 44 zile de gestatie, sonda 6 MHz. Evidentierea membranei si lichidului amniotic,
pag.176 / Fig. 12.8 Buffalo uterus, 44 days gestation, 6 MHz probe. Highlighting the membrane and amniotic
fluid

Fig 12.9 Uter bivolita, 55 zile de gestatie, sonda 6 MHz. Este vizibila coloana vertebrald in regiunea
cervicala si splahnocraniu cu partea mandibulara si orbital, pag. 177 / Fig. 12.9 Buffalo uterus, 55 days
gestation, 6 MHz probe.

Fig 12.10 Uter bivolita, 62 zile de gestatie, sonda 6 MHz. Vertebrele cocigiene si membrul stang posterior,
pag.177 / Fig. 12.10 Buffalo uterus, 62 days gestation, 6 MHz probe. Coccygeal vertebrae and left hind limb

Fig 12.11 Uter bivolita, 60 zile de gestatie, sonda 8 MHz. Zona cefalica cu maxilla mandibula si orbite foarte
vizibile, pag.177 / Fig 12.11 Buffalo uterus, 60 days gestation, 8 MHz probe.

Fig 12.12 Uter bivolita, 67 zile de gestatie, sonda 6 MHz. Diametru toracic peste 2,5 cm, pag. 177 / Fig 12.
12 Buffalo uterus, 67 days gestation, 6 MHz probe

Fig 12.13 Gestatie 70 zile, sonda 6 MHz. Diametrul sacului embrionar de 4,17 cm, schelet complete format
, pag. 177 / Fig 12.13Gestation at 70 days, 6 MHz probe.

Fig 11.14 Gestatie bivolita. Sonda 6 MHz Cord fetal in diametru de 4,12 cm, pag.177 / Fig 11.14 Buffalo
gestation. 6 MHz probe, Fetal cord with a diameter of 4.12 cm

INDEX TABELE

Tabel 1.1 Dinamica efectivelor de bivoli in Roméania intre anii 1920 - 2019 (dupa FAO, 2021) pag 18 / Table
1.1 Dynamics of buffalo herds in Romania between 1920 and 2019 (after FAO, 2021).

Tabelul 2.1 Caracteristicile reproductiei la bovine si bubaline (Hafez, 2001), pag 26 / Table 2.1
Reproductive characteristics in cattle and buffaloes (Hafez, 2001).

Tabelul 4.1 Influenta momentului IA sau a montei asupra fecunditatii la vaci (dupa Trimberger si Favis
1999) pag 45/ Table 4.1 The Influence of the I.A. or mounting on fertility in cows (after Trimberger and Favis
1999).

Talelul 4.2 Tratament hormonal pentru sincronizarea estrului si aplicarea IA la timp fix; utilizare de
progestine intravaginale (PRID/CIDR/DIB) (http://www.ivis.org/) pag 54 / Table 4.2 Hormone treatment for
synchronization of estrus and Al application at a fixed time; use of intravaginal progestins (PRID / CIDR /
DIB) (http://www.ivis.org/).

Tabelul. 5.1 Materialul biologic si repartizarea bubalinelor pe sex si categorii de varsta (2016 - 2017), pag
65. / Biological material and distribution of buffaloes by sex and age categories (2016 - 2017).

Tabelul 5.2 Materialul biologic si repartizarea bubalinelor pe sex si categorii de varsta (2017), pag 72. /
Biological material and distribution of buffaloesby sex and age categories (2017).

Tabelul 6.1 Elemente de morfometrie si semiologie ginecologica necesare pentru aprecierea dimensiunilor
ovariene si genitale, pag 78. / Table 6.1 Elements of morphometry and gynecological semiology necessary
for the assessment of ovarian and genital dimensions.

Tabelul 6.2 Dimensiuni medii ovare bivolita, in functie de sezon, anul 2016 pag 78. / Table 6.2 Average
dimensions of buffalo ovaries, depending on the season, 2016.

Tabelul 6.3 Dimensiuni medii ovare bivolita, in functie de sezon, anul 2017, pag 80. / Table 6.3 Average
dimensions of buffalo ovaries, depending on the season, 2017.

Tabelul 6.4 Sezonalitatea estrului spontan la bivolite pag 83. / Table 6.4 The seasonality of spontaneous
estrus in buffaloes.

Tabelul 6.5 Principalii indici de reproductie la bivolite, In conditii naturale de crestere in anii 2016 — 2017
n ferma de la Razboieni, judet lasi, pag 85. / Table 6.5 The main reproduction indicators for buffalo cows, in
natural growth conditions in the years 2016 - 2017 in the farm from Razboieni, lasi county.

198


http://www.ivis.org/
http://www.ivis.org/

Tabelul 6.6 Evolutia SP si aCl la bivolitele de la SCDCB Sercaia, Tn anii 2018 — 2019, pag 86. / Table 6.6
SP and Cl for buffalo cows from SCDCB Sercaia, in the years 2018 — 2019.

Tabelul 7.1 Parturitii inregistrate la bivolite, la Ferma I, in anii 2016 — 2017, pag 88. / Table 7.1 Calvations
registered at buffalo cows, at Farm |, in the years 2016 — 2017.

Tabelul 7.2 Afectiunile ginecologice diagnosticate la bivolite Tn Ferma | in anii 2016 si 2017, pag 88. / Table
7.2 Gynecological diseases in buffalo cows in Farm | in 2016 and 2017.

Tabelul 7.3 Afectiuni ginecologice la bivolite in Ferma Il in anii 2017 si 2018, pag 89. / Table 7.3
Gynecological diseases in buffaloes in Farm Il in 2017 and 2018

Tabelul 7.4 Protocolul terapiei hipotrofiei ovariene de gradul Il, in Ferma Il, pag 93. / Table 8.1 Grade Il
ovarian hypotrophy therapy protocol in Farm II.

Tabelul 8.1 Aparitia estrului si rata conceptiei (RC) dupa protocolului PG cu una sau doua administrari, pag
106. / Table 8.1 The appearance of estrus and conception rate (RC) in buffaloes following the PG one and
two shot protocol.

Tabelul 8.2 Schema de tratament combinata intre PRID, PGF si PMSG, pag 107. / Table 8.2 Combined
treatment regimen between PRID, PGF and PMSG.

Tabelul 8.3 Inducerea estrului si rata conceptiei (RC) la bivolite Th urma protocolului de gestionare a
valurilor foliculare cu PRID, PGF si PMSG, pag 107. / Table 8.3 Estrus induction and conception rate (CR)
in buffaloes following the follicular wave management protocol with PRID, PGF and PMSG.

Tabelul 9.1 Centralizator privind rata conceptiei in urma protocolului OvSynch si ReSynch pe categorii
ginecologice si anopimp, pag 112. / Table 9.1 Centralization on the conception rate following the OvSynch
and ReSynch protocol by gynecological and anopimp categories.

Tabelul 9.2 Rata conceptiei in sezonul primavara—vara, in functie de categoria ginecologicéa in anii 2015 —
2017, la ferma BR, pag 113.. / Table 9.2 The conception rate in the spring-summer season, depending on
the gynecological category, in the years 2015 - 2017, at the BR farm.

Tabelul 9.3 Rata medie a conceptiei in functie de categoria ginecologica si anotimp la bivolite in anii 2015
— 2017, perioada toamna — iarna, pag 115. / Table 9.3 The conception rate according to the gynecological
category and buffalo season in the years 2015 - 2017, autumn - winter period.

Tabelul 9.4 Efectul categoriei ginecologice asupra ratei conceptiei la bivolite in perioada toamna-iarna, pag
116./ Table 9.4 The effect of the gynecological category on the conception rate in the buffalo cow in autumn-
winter.

Tabelul 10.1 Indici morfologici la bivolii luati Tn studiu, pag 119. / Table 10.1 Morphological indices in the
buffaloes studied.

Tabelul 10.2 Rezultatele efectarii I.A. dupa sincronizarea estului cu protocolul Ovsynch, pag 122. / Table
10.2 The results of performing I.A. after synchronization of estrus with the Ovsynch protocol.

Tabelul 10.3 Rezultatele efectarii I.A. dupa sincronizarea estului prin luteoliza, pag 126. / Table 10.3 The
results of performing I.A. after synchronization of the east with the luteolysis protocol.

Tabelul 11.1 Centralizator privind biometria segmentelor aparatului genital la bivolul indigen Roméanesc
(masuratorile sunt exprimate in cm) pag. 154 / Table 11.1Centralizer regarding the biometrics of the genital
apparatus segments at the Romanian native buffalo (measurements are expressed in cm)

Tabelul 11.2 Morfometrie si particularitati ale segmentelor uterine siovariene la bivolitd, pag.156 /
Table 11.2 Morphometry and particularities of the uterine segments in cow buffalo

Tabelul 11.3 Dimensiuni medii ale ovarelor de bivolita, dupa unii autori, pag. 158 / Table
11.3 Average dimensions of buffalo ovaries, according to some authors

Tabelul 11.4 Incidenta afectiunii aderente ovaro-bursale la bivolite in diferite studii
exprimata in procente p.159 / Table 11.4 The incidence of ovarian adhesion conditions in
buffaloes in various studies

Tabelul 11.5 Incidenta chistilor ovarieni la bivolite, in diferite studii, exprimata in procente,
pag 159 / Table 11.5 Incidence of ovarian cysts in buffalo cows, in various studies, expressed as
a percentage

Tabelul 12.1 Diagnosticul de gestatie pe categorii de varsta prin ETR la bivolite, pag. 173
/ Table 12.1 Diagnosis of gestation, after age by transrectal examination in buffaloes

Tebelul 12.2 Particularitatile de gestatie la bivolita in dinamica varstei, prin examen clinic
transrectal, pag. 175 / Table 12.2. Peculiarities of gestation in buffalo-cow in the dynamics of
age, by transrectal examination

199



ANEXA |
LISTA LUCRARILOR STIINTIFICE PUBLICATE

I. Articole BDI prim autor:

1. GHINET (CIORNEI) LILIANA, DRUGOCIU D., ROSCA P, CIORNEI $. G.
2019 - Induction of estrus in buffalo by luteolysis management (single PGF and dual
administration). Lucrari Stiintifice, vol. 62 (18) 4, Medicina Veterinara, Ed. “lon lonescu
de la Brad”, lasi, p. 442-444.

2.  GHINET (CIORNEI) LILIANA, CIORNEI $. G, DRUGOCIU D., ROSCA P,
AGAPE G. 2016 - Seasonality of clinical estrus in buffalos. Lucrari Stiintifice, vol. 59
(18) lll, Medicina Veterinara, Ed. “lon lonescu de la Brad”, lasi, p. 348-352.

Il. Articole BDI coautor:

1. CIORNEI $. G, DRUGOCIU D., ROSCA P, GHINET LILIANA (CIORNEI),
2020. Response to poliovulatory (POV) treatment, by ultrasound in suffolk breed, vol.
63 (3) -, Medicina Veterinara, Ed. “lon lonescu de la Brad”, lagi 119 — 221.

2. CIORNEI $. G, DRUGOCIU D., ROSCA P, GHINET LILIANA (CIORNEI),
2019 - Comparative studies of inducing estrus in suffolk breed sheep, as the choice of
the optimal receptor synchronization scheme, in vivo embryotransfer protocol. Lucrari
Stiintifice, vol. 62 (21) -, Medicina Veterinara, Ed. “lon lonescu de la Brad”, lasi 155 —
159.

3. CIORNEI $. G, DRUGOCIU D., ROSCA P, GHINET LILIANA (CIORNEI),
2018 - Polyovulatory response and in vivo embryo production at the romanian
indigenous buffalo, out of breeding season in n-e of Romania, Lucrari Stiintifice, vol. 61
-1V, Medicina Veterinara, Ed. “lon lonescu de la Brad”, lasi 286 — 291.

4. CIORNEI S. G, DRUGOCIU D., ROSCA P, GHINET LILIANA, 2017, Protocol
of polyovulation to donor buffaloes (Romanian Buffaloes) - vol. 60 -IV Medicina
Veterinara, Ed. “lon lonescu de la Brad”, lasi 422-426.

5. CIORNEI S, DAN DRUGOCIU, PETRU ROSCA, FLORIN NECHIFOR,
CARMEN CRETU, LILIANA GHINET (CIORNEI), GABRIEL AGAPE. 2016,
Correlations between some physicochemical parameters, electrical conductivity and
somatic cells count in subclinical mastitis in goat. Lucrari Stiintifice, vol. 59 (18) Ill, p.
345 — 347.

lll. Articole publicate in rezumat in suplimente ale revistelor ISI, coautor:

1. STEFAN CIORNEI, DAN DRUGOCIU, PETRU ROSCA, LILIANA CIORNEI,
(2020) - Increasing the genetic potential in a nucleus of Romanian Buffaloes, by
artificial insemination with sexed semen, after stimulation with OvSynch protocol - A
Case Report, Anim Reprod. 2020;17(3), TAIl, FTET and Al p3, FI 0,916.

2. STEFAN CIORNEI, DAN DRUGOCIU, PETRU ROSCA, LILIANA CIORNEI,
(2020) - Poliovulatory response and embryo recovery rate in beef sheep in Romania,
as apossibility for genetic development - A case report. Anim Reprod. 2020;17(3),
OPU/IVF and ET p.10, FI 0,916.

IV. Articole ISI proceeding, coautor:

1. TOBA G.F., CIORNEI S.G, PARASCHIVESCU M., TOBAL., CIORNEI LILIANA,
BANATEANU F. 2021 - Identification, monitoring and conservation of the biodiversity
of the national heritage of the romanian buffalo breed, using breeding biotechnologies.
Proceeding ESPERA 2019, Peter Lang D. Retrieved 2021, in press.

2. CIORNEI $. G, DRUGOCIU D., ROSCA P, GHINET LILIANA (CIORNEI) 2020 -
Caesarean section in uterine torsion at Buffalo (RIB) — a case study, Rev Rom Med Vet
(2020) 30 | 2: 53-56, ISSN: 1220-3173; E-ISSN: 2457-7618

200



		2021-04-13T08:41:29+0300
	Carmencita Vintu




