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Resumen

La investigacion se realizo en las Granjas Nero” e “Irquis” de la Universidad de
Cuenca y la hacienda particular “El Carmen” de la provincia del Azuay; el objetivo
del estudio fue evaluar el efecto de la ozonoterapia sobre la endometritis subclinica
en vacas repetidoras (VR), para este estudio se emplearon un total de 42 VR con
endometritis subclinica (ES), multiparas con una condicion corporal de 2.5 — 3; el
diagnostico de ES se realizé mediante citologia endometrial considerando positivas
aquellas que presenten un porcentaje = a 5 % de células polimorfonucleares
(PMN), ademas se evaluo6 el diametro de luz uterina en milimetros (mm) en la base
de uno de los cuernos uterinos por ultrasonografia; posteriormente se procedié a
recolectar muestras de secrecion uterina para la identificacibn de agentes
bacterianos; para luego realizar los tratamientos por via intrauterina, para G1 (n =
21) se aplic6 500 mg de cefapirina benzatinica y para G2 (n = 21) se emple6 45 ug
de O3z en 50 ml de agua bidestilada estéril; luego de 72 horas se evaluo el efecto de
los tratamientos. Los resultados se analizaron por estadigrafos basicos y tablas de
contingencia, utilizando INFOSTAT. La prevalencia de ES en VR durante el estudio
fue 47,76 %; en el G1 los PMN se disminuyeron de 12,5+ 0,99 a6,5+ 0,76 %y
para el G2 mostraron un efecto significativamente mayor de 11,5+ 1,19 a 4,0 +
0,52 %; el didmetro de la luz uterina se redujo en G1 de 2,23 +0,14a1.72 + 0,08
yen G2de 2,21 +0,12a 1,62 + 0,13 mm pero no difieren entre ellos; con relacion
a la presencia de agentes bacterianos el 45,24 % Staphylococcus spp., 9,5 %
Escherichia Coli, 7,4 % Pseudomonas Spp., 9,5 % Bacillus spp., y un 38 % de las
muestras no presentaron aislamiento bacteriano; ambos tratamientos recuperaron
la fertilidad, 33,0 % en G1y 48,0 % para el G2 aunque no difieren (P>0,05). En
conclusién, la administracion intrauterina de cefapirina benzatinica y ozono reduce
el didmetro de la luz uterina; sin embargo, el o0zono resulto ser mejor en la

reduccion PMN que el tratamiento alopatico (cefapirina benzatinica).

Palabras Claves:

Ozono. Vaca repetidora. Endometritis subclinica. Diametro uterino. PMN
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Abstract

The research was carried out at “Nero” and “Irquis” farms of the University of Cuenca
and the private farm “El Carmen” in the Azuay province; the objective of the study
was to evaluate the effect of ozone therapy on subclinical endometritis in repeat
breeder cows (RBC), for this study a total of 42 RBC with subclinical endometritis
(SE), multiparous with a body condition of 2.5 - 3; the diagnosis of SE was made by
endometrial cytology considering positive those that present a percentage = 5% of
polymorphonuclear cells (PMN), in addition the diameter of uterine lumen in
millimeters (mm) at the base of one of the uterine horns was evaluated by
ultrasonography; subsequently, samples of uterine secretion were collected for the
identification of bacterial agents; to then perform the intrauterine treatments, for G1
(n = 21) 500 mg of cephapirin benzathine was applied and G2 (n = 21) 45 ug of O3
was used in 50 ml of sterile bidistilled water; after 72 hours the effect of treatments
was evaluated. The results were analyzed by basic statisticians, logistic regression
and contingency tables, using INFOSTAT. The prevalence of SE in RBC during the
study was 47.76%; in the G1 the PMNs decreased from 12.5 + 0.99 to 6.5 + 0.76%
and for the G2 they showed a greater therapeutic effect 11.5 + 1.19 to 4.0 + 0.52%;
the diameter of the uterine lumen was reduced in G1 from 2.23 £ 0.14 to 1.72 + 0.08
and in G2 from 2.21 £ 0.12 to 1.62 + 0.13 mm not differ between them; in relation to
the presence of bacterial agents, 45.24% Staphylococcus spp., 9.5% Escherichia
Coli, 7.4% Pseudomonas Spp., 9.5% Bacillus spp., and 38% of the samples did not
show isolation bacterial; the percentage of pregnancy reached was 33.0% in G1 and
48.0% for G2 they did not express differences (P> 0.05) but manages to recover
fertility. In conclusion, intrauterine administration of benzathine cefapirin and ozone
reduces the diameter of the uterine lumen; however, ozone proved to be better in

PMN reduction than allopathic treatment (benzathine cefapirin).
Keywords:

Ozone. Repeat breeder cows. Subclinical endometritis. Uterine diameter. PMN.
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1. INTRODUCCION

En las dltimas décadas, la seleccion genética en la produccion lechera,
particularmente en vacas Holstein — Friesen ha aumentado significativamente,
alcanzando produccion de leche superiores a 10000 kg/vaca/afio (1); sin embargo
durante este mismo periodo el indice de concepcion ha disminuido del 56% al 30 -
40% al primer servicio (2) y se afirma que las tendencias fenotipicas y genotipicas
muestran una declinacion anualmente sobre este indice es de 0.5% en los Estados
Unidos, mientras que en Reino Unido es del 1 % anual (3); lo cual tiene un impacto

negativo en la eficiencia reproductiva y rentabilidad de los hatos ganaderos (4).

En el manejo reproductivo de la vaca lechera alta productividad puede presentarse
diversas patologias que disminuyen la fertilidad después parto, entre estas
tenemos, el sindrome de vaca repetidora (SVR), se caracteriza por ser un grupo de
vacas subfertiles clinicamente sanas y presentar ciclo estrales regulares, sin
anormalidades anatémicas o enfermedades infectocontagiosas (5). A la vaca
repetidora (VR) se la define a aquella que no ha sido capaz de ser prefiada luego
de tres servicios consecutivas, a pesar de no tener signos clinicos detectables (6).
La incidencia de la VR en los hatos ganaderos puede variar entre un 9 % hasta un
24% dependiendo de la regién, el medio ambiente y manejo (6,7). Las causas de
repeticion de celos es multifactorial por ejemplo: involucion uterina inadecuada, falta
de deteccion de celo, calidad de semen, deficiencia de minerales, técnica de
inseminacioén, infecciones uterinas, desordenes endocrinos, enfermedades
infectocontagiosas (8,9). Sin embargo, las causas especificas SVR no estan del

todo determinadas.

Como se menciona anteriormente, un ambiente uterino anormal puede causar
muerte embrionaria y la repeticion de celos, la endometritis es la causa mas
importante de la disminucion de la fertilidad (10); la prevalencia de endometritis
subclinica (ES) en SVR en los hatos ganaderos varian entre 24 % a 54 %. La
diferencia de estos resultados depende del punto de corte utilizados (= 3 0 5% de
PMN) (11).

13
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En la actualidad se han propuesto diversos tratamientos intrauterinos enfocados al

mejoramiento del entorno endometrial para la supervivencia del embrién, ademas
se han desarrollado nuevas alternativas para el control de los procesos infecciosos
endometriales; como es la ozonoterapia por sus propiedades antimicrobianas,
antivirales, anti fingica y antiprotozoaricas, que favorece la liberacién de citoquinas
y quimosinas para producir una repuesta inmune (12); ademas el ozono es una
sustancia inocua para el medio ambiente, no produce residuos en leche (13)
evitando la utilizacion de antibioticos. Con estos antecedentes nos hemos

planteamos los siguientes objetivos.
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo General

e Evaluar el efecto de la ozonoterapia sobre las afecciones uterinas que

modifican la salud uterina en vacas repetidoras.

1.1.2.  Objetivos especificos

e Diagnosticar endometritis subclinica en vacas repetidoras, mediante la
técnica de cytobrush (% de las células PMN).

¢ Evaluar mediante ultrasonografia el efecto el diametro de luz uterina sobre la
fertilidad de vacas repetidoras.

¢ |dentificar agentes bacterianos uterinos en las vacas repetidoras.

e Comparar el efecto de la ozonoterapia vs un tratamiento alopatico en vacas

repetidoras.

1.2. Hipotesis

El tratamiento con ozono es mas eficaz que un tratamiento alopético sobre la

endometritis subclinica en vacas repetidoras.

15
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2.  REVISION DE LITERATURA
2.1. Fisioldgico del puerperio.

El puerperio es el periodo que inicia inmediatamente luego del parto, hasta el
restablecimiento del aparato a su estado pregravido. Este periodo es importante en
la vida reproductividad del ganado lechero debido a su influencia en la fertilidad

futura y la rentabilidad de las explotaciones (14).

El puerperio es un proceso fisiologico de modificaciones anatomicas, histolégicas,
bacterioldgicas, citoldgicas, metabdlicas que sufre el Utero, es el tiempo entre la
expulsion de la placenta vy la involucidon uterina. Este periodo finaliza con la
reactivacion ovarica postparto (15). De esta manera, un alargamiento del puerperio
puede tener grandes efectos negativos en la productividad del animal
(parto/afio/cria) (16). En el desarrollo fisiolégico del puerperio se distinguen tres

fases:

e Puerperio Temprano: También conocido como puerperio precoz se extiende
hasta el dia 14 postparto. EIl tracto reproductivo, especialmente el Gtero
empieza a disminuir el tamafio original incluyendo los ligamentos sacros ciaticos

y la arteria uterina (17).

e Puerperio Intermedio: Se prolonga desde el 15 hasta el 21 dia post parto, es
donde la hipdfisis llega a ser sensible a la GnRH, hasta la primera ovulacion.
Este periodo existen factores que afectan la reactividad ovérica (ovulacion y
ciclicidad), después del parto como edad, manejo, raza, nutricién, estacion del

afo, enfermedades metabdlicas y la presencia del toro (17).

e Puerperio tardio o Total: Se extiende desde la primera ovulacion hasta la
involucion uterina completa, aproximadamente 42-45 dias post parto, aunque
este periodo puede llegar hasta los 52 a 56 dias. Ademas la contaminacion

bacteriana del uUtero desaparece por completo (15,17).

16
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2.1.1. Modificaciones que suceden durante el puerperio.

Durante el puerperio ocurren varias modificaciones uterinas, entre las mas

importantes tenemos.

2.1.1.1. Involucion uterina
El Gtero después del parto sufre cambios macroscopicos y microscopicos, hasta
alcanzar las caracteristicas de un utero normal, es decir el Utero regresa a
condiciones similares como fue antes del parto. La involucion uterina es un proceso
de recuperacion del Utero de su estado gestacional y los efectos del parto, a un
estado pre gestacional, se puede definir como un regreso a la normalidad en cuando

a su tamario uterino, a su tonicidad, consistencia y ubicacion (15).

El proceso de involucién uterina se lleva a cabo mediante contracciones
postpartales que son responsables de la disminucion de la luz uterina y del volumen
uterino. Las contracciones uterinas facilitan la eliminacion de fluidos placentarios.
La reduccion del tamafio uterino dependera de varios factores entre ellos:

» Las contracciones uterinas y la reduccion del tamafio de las células

endometriales.
» La vasoconstriccion y la disminucion del aporte sanguineo al Gtero.
» Eliminacién de los loquios y la reabsorcién del edema tisular (18).

Figura 1 Involucion uterina en vacas postparto

Fuente: (19)
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La involucidn uterina es proceso aseéptico en la cual mayor del 90 % de las hembras,

sufren una contaminacion del aparato reproductivo después del parto, debido a la
presencia microorganismos en el ambiente y sus érganos genitales externos. A
pesar de esta situacion, la incidencia de enfermedades uterinas dependera del
grado de contaminacion en la cavidad uterino (20).

A los 20 dias después del parto, el tamafio del Utero deberia estar reducido en mas
de un 80 %. Este proceso en condiciones normales concluye entre los 38 a 45 dias
post parto. Cualquier enfermedad uterina o metabolica después del parto retrasara
la involucion uterina y la actividad ovarica postparto. Al mismo tiempo que el Utero
reduce de volumen, el endometrio sufre un proceso regenerativo para estar en
condiciones de albergar un nueva gestacion.

La involucion uterina en vacas multiparas es mas demorada debido a alteraciones
en el postparto (distocia, metritis y retencion placentaria), partos gemelares, partos

en épocas invernales (21).

2.1.1.2. Contaminacién Uterina

Antes del parto, el itero se mantiene un ambiente uterino estéril. Durante y después
del parto, la vulva esta relajada, el cérvix esta dilatado permitiendo el ingreso de
microorganismo patégenos y no patdogenos que se encuentran en el medio
ambiente. Primero ingresan en el interior de la vagina, posteriormente se distribuyen
en el lumen uterino (22,23). Es una infeccion espontanea caracterizada por el
proliferacion bacteriana que se ve favorecida por la presencia de los loquios (24),
esta contaminacion uterina se presenta alrededor de un 95 % de las vacas durante

las dos primeras semanas de postparto y se reduce hasta el dia 60 postparto (2,23).

Segun Sheldon (2004) establecio una relacion entre los dias post parto (DPP) y el
grado de colonizacion bacteriana , en donde el 78% de Uteros son colonizados entre
los 16 — 30 DPP, el 50% entre los 31 — 45 DPP y solo el 9% de los uteros son
colonizados entre los 46 — 60 DPP (23).

2.1.1.3. Flora Bacteriana
El aparato reproductivo de la hembra bovina posee flora bacteriana en casi toda su

distension, a excepcion del utero, por lo general el Gtero es un ambiente casi estéril,
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si se produce una invasion microrganismo generalmente existe disminuye la

fertilidad (25). Ademés, puede produce reabsorcion del feto o aborto. Durante el
parto, las barreras fisicas del tracto genital se ven comprometidas, lo cual facilita el

ingreso de bacterias oportunistas a la luz uterina (26).

Las bacterias aisladas del tracto reproductivo se las pueden clasificar segun su
grado de patogenicidad: patégenos asociados con lesiones endometriales uterinas,
patégenos no comunmente asociados con lesiones uterinas y patdgenos
oportunistas aislados transitoriamente de la luz uterina y no asociados con
endometritis (27). Los agentes bacterianos mas frecuente asilados del Utero bovino
son: Escherichia coli, Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Lactobacillus spp,

Pseudomonas spp, Proteus spp, Bacillus spp y Arcanobacterium pyogenes (28).
a. Escherichia coli:

Escherichia coli es una de las especies bacterianas mas estudiadas en la
actualidad. Es un bacilo no esporulado Gram negativo habitante saprofitos del tracto
intestinal de los mamiferos. Esta bacteria generalmente se encuentra en el moco

secretado por las células epiteliales del colon (29).

Cuando se produce una colonizacion de E. coli a nivel del Gtero y junto con las
endotoxinas facilitan una infeccion posterior con A. pyogenes (30). Lo cual, se
desarrolla un proceso infeccioso, ademas inhibe el crecimiento foliculo dominante
postparto y la secrecién de estradiol (31). Se ha demostrado que la fagocitosis de
los polimorfo mononucleares es inhibida por la presencia de E. coli (30).

La virulencia de E. coli varia de acuerdo de las cepas presentasen en los Uteros.
Por ejemplo cuando existe la presencia del gen FimH de E. coli se asocia con mayor
riesgo de metritis y endometritis clinica se lo puede encontrar unos dias después
del parto. En estudios recientes se reporté aislamiento de cepa de E. coli en un 29%

de vacas que presentaron problemas en el aparato reproductivo (32).
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b. Staphylococcus spp.

Los estafilococos son habitantes de la microbiota de la piel y mucosas del tracto
respiratorio, urogenital, digestivo de los animales y ser Humano. Su presencia en
floras enddgenas proporciona la oportunidad de causar infecciones. La palabra
Staphylococcus deriva de los términos griegos Staphylo: racimo de las células y
coccus: indica que tiene una forma de esfera. Las principales especies patdgenas
para los animales son S. aureus, el S. saprophyticus y el S. epidermidis. Estas
bacterias pueden causar dafio en diferentes 6rganos del cuerpo si no se dan el

tratamiento necesario para combatir (33).

Los estafilococos crece facilmente casi en todos medios bacterioldgicos, en cultivos
agar sangre y en agar sal manitol medio selectivo se incuban a 37 °C durante 24 a
48 horas. Los criterios de identificacion para su aislamiento son: Caracteristicas de

colonias y produccion de catalasa (33).

En estudios recientes sobre aislamiento de bacterianas uterinas encontraron una

incidencia de un 13 a 47 % de Staphylococcus spp (27,34).
c. Bacillus spp

Son bacilo grande Gram positivo productores de esporas. Las especies de Bacillus
crecen en medios no enriquecidos son positivos a prueba de catalasa, aerébicos y
en los medios de cultivos se visualizan las bacterias en pareja o en cadenas largas.
Las mayorias de las especies son saprofitos, sin potencial patégeno. El Bacillus

Licheniformes esta implicado en abortos esporadicos en ganado bovino y ovino (35).
d. Pseudomonas spp

Las Pseudomonas se encuentran integrado por numerosas especies distribuidas en
el medio ambiente, en el suelo, agua, materia organica en descomposicién, en piel,
nasofaringe, el tubo digestivo del ser humano y animales. El género pseudomonas
es un bacilo gramnegativo, moviles por flagelos polares, aerébico. Caracteristicas
de cultivo crecen con facilidad en agar sangre y en medios nutritivos simples. El

aislamiento y la identificacion se realiza sembrando en muestras en medios de
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cultivos agar sangre y medios nutritivos simples durante 24 a 48 horas a 35 C. las
colonias son translucidas, extensivas, con bordes ondulados semejantes a un huevo
frito. Al colorear mediante la tinciébn de Gram se visualiza un bacilo gran negativo,

cuya morfologia no se diferencia de las enterobacterias (36).

Las principales infecciones producidas por pseudomonas en bovinos son mastitis,

abortos infecciones de piel y artritis.

2.1.1.4. Mecanismo de defensa del Gtero postparto

El estado inmunoldgico de los bovinos y el mecanismo de defensa uterino juega un
papel importante en la proteccion del aGtero contra la invasion de agentes
bacterianos (37). El aparato reproductor de la hembra bovina esta proporcionado
por estructuras anatomicas tales como la vulva, el vestibulo vaginal y el cérvix contra
la invasion bacteriana. Normalmente el Gtero posee su propio mecanismo de
defensa eficaz para el control y eliminacion de microorganismos presentes,
mediante la involucion del Utero y cérvix, descarga del contenido uterino y la
liberacién de células fagocitarias (polimorfonucleares, monocitos y macrofagos
tisulares) que migran hacia el Gtero para resolver la infeccion uterina (10). Los PMN

son el principal mecanismo de defensa inmunoldgica en el Utero (25).

Por lo tanto, la velocidad de respuesta de las células epiteliales y estromales en el
endometrio para alertar a las células hematopoyéticas de la presencia de
microorganismos patdégenos en el Utero determina el éxito contra el proceso

infeccioso (38). .

2.1.1.5. Reinicio de la actividad ovérica postparto

El reinicio de la actividad ovarica en razas de actitud carnicas es de 6 a 8 semanas
postparto y en razas de actitud lechera es de 3 a 4 semanas postparto. La primera
ovulacion en el periodo postparto es esencial para la eficiencia reproductiva futura
y Su ausencia caracteriza por un anestro temporal (20,39).

El comportamiento reproductivo de las hembras es fundamental para disminuir el
intervalo entre partos, para ello vaca deberia ser prefiada dentro de los primeros

tres meses posteriores al parto para tener una cria cada afio. Esto requiere reinicio
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de actividad ovarica normal, que deberia iniciar pocas semanas después del parto

(40).

En vacas lecheras saludables el intervalo a las primera ovulacién dura de 21 a 30
dias una ovulacion temprana (<21 dias) esta relacionada directamente nutricion y
condicion corporal del animal (20). Las enfermedades uterinas puerperales pueden
prologar el intervalo anovulatorio 50 a 60 dias postparto disminuyendo la taza de
prefiez por varios meses (41).

En vacas lecheras Holstein para el desarrollo de la primera onda folicular comienza
7 a 15 dias postparto de las cuales aproximadamente un 40 a 50% de vacas logran
su ovulacién del foliculo dominante de la primera onda entre los 20 — 30 dias de
lactancia; otro 30 a 40% de vacas logran ovular el foliculo de las subsiguientes
ondas entre 30 a 50 dias y aproximadamente entre el 10 al 30% de vacas

permanecen en un periodo anovulatorias superior a los 50 dias postparto (42).

En ganado lechero bien alimentado puede presentar un celo a partir de los 30 dias
postparto. Ademas puede presentarse la primera ovulacion a partir del 10 al 15 dia
postparto sin signos estrales, el 80% de las vacas pueden presentan una ovulacion
silente en el primer ciclo estral y un 50% en el segundo ciclo estral, esto significa
gue al palpar la vaca a los 30 dias maximo, el 30% poseen un cuerpo liteo activo,
lo cual nos indica que han manifestado celo (43).

La reanudacion de actividad ciclica del ovario es esencial en las vacas lecheras
postparto para asegurar la siguiente prefiez y la rentabilidad del hato.

2.2. Sindrome de la vaca repetidora

2.2.1. Definicién

El sindrome de la vaca repetidora (SVR) es considerado después del anestro
postparto. Es un problema reproductivo en la cria de ganado que conlleva grandes
pérdidas economicas en las explotaciones ganaderas, debido que afecta eficiencia
reproductiva: aumentado los dias abiertos, los servicios por concepcion, taza de
descarte en los hatos ganaderos. Ademas disminuye la produccién lechera vy la

disponibilidad de hembras de reposicion (6). La vaca repetidora son animales
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clinicamente sanos. A este sindrome se lo ha definido como la incapacidad de
concebir a partir de 3 0 mas servicios consecutivos, en ausencia de anormalidades
detectables en el examen ginecoldgico (9,44). La incidencia de VR en los hatos
ganaderos esta entre 9 y 24 % dependiendo de las condiciones de manejo, region

y el medio ambiente (6,7).

Un estudio realizado por Yusul el al., (6) comparan desempefo reproductivo de
vacas repetidoras con vacas en lactancia, demuestran las vacas con fertilidad
normal requieren 1.7 servicios por concepcion. Mientras tanto las vacas repetidoras
requiere 4.7 servicios por concepcion. Por lo tanto afecta la eficiencia reproductiva:
mayor numero dias abiertos y aumenta de numero de pajuelas empleadas por

prefiez.

Tabla 1 Desempefio reproductivo de vacas en lactancia sin problemas

reproductivos y desempefio reproductivo de vacas repetidoras.

Vacas en lactancia Vacas repetidoras

Vacas inseminadas 479 86
Servicios por concepcion 1,7 £0,1 4,7+0,2
Intervalo parto concepcion (dias) 114 +3 211 +10
Porcentaje de prefiez < 150 dpp (%) 75,2 11,6
Porcentaje de prefiez < 300 dpp (%) 99,8 50

Fuente: (45)

2.2.2. Etiologia da sindrome da vaca repetidora

El SVR se debe al fracaso fertilizacion o muerte embrionario antes del dia 15 del

ciclo estral (antes o en el momento del reconocimiento materno-fetal) (46).

Las causas del sindrome de vaca repetidora son consideradas de origen
multifactoriales involucrando factores intrinsecos como también extrinsecos de la
hembra bovina. Los factores extrinsecos del animal se consideran los desbalances
nutricionales y problemas de manejo. Entre los factores intrinsecos tenemos

infeccion uterina, desbalances hormonales y factores genéticos (defecto anatomico
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del tracto reproductivo). Ademas que una alta capacidad de produccién de leche

también tiene un fuerte impacto en la fertilidad de las vacas lecheras (6,47).

2.2.3. Factores Extrinsecos

a. Desbalance nutricional

Se caracteriza por una ingesta insuficiente de nutrientes, los cuales son destinados
Gnicamente hacia las funciones vitales prioritarias, tales como la lactacion, dejando
en un segundo plano la actividad reproductiva( reinicio de la actividad ovarica)
(48,49).

Después del parto, los animales atraviesan un periodo de balance energético
negativo, en el cual se produce cambios metabdlicos, endocrinos y fisiolégicos. Se
considera que el balance energético seria el principal factor regulador del retorno a

la actividad ovarica (49,50).

El BEN limita la capacidad de respuesta del ovario a la estimulacion de
gonadotropinas, interrumpiendo el ciclo ovulatorio normal; debido a una disminucién
de la frecuencia de picos de LH, disminucion de la progesterona en plasma y una
actividad ovarica limitada (51). Se asume que esta disminuciéon en LH, es
consecuencia directa de baja secrecion de la hormona estimuladora de las
gonadotrofinas (GnRH) a nivel hipotalamico. Otro sitio de accion es el ovario, donde
una nutricion deficiente afecta a la disponibilidad de colesterol como precursor de
las hormonas esteroidales (49).

Otro factor que afecta el proceso reproductivo debido al BEN es la reduccién en la
concentracion de progesterona en el posparto temprano, siendo esta hormona
necesaria en ese momento para la regulacion de los cambios en el ambiente uterino
haciéndolo propicio para el crecimiento y desarrollo del embrion (51).

b. Problemas de manejo

El manejo de las vacas lecheras de alta produccion es un gran desafio en cualquier
sistema de explotacién (semi-intensivo 0 intensivo), independientemente del tipo de
alimentacion o instalaciones disponibles. Para lograr que una se prefie en menor

tiempo posible, hay que brindarle las condiciones 6ptimas para que sea asi. El
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manejo nutricional es la clave. Un manejo nutricional deficiente conlleva producir

perdidas de condicién corporal, lo cual conduce la producir muertes embrionarias

tempranas (2).

Ademas, una inadecuada técnica deteccidn del celo, conlleva inseminar vacas que
no estan en celo o en la etapa inadecuada para realizar la inseminacion, otros

factores a considerar es calidad de semen y la técnica de inseminacion (6).
2.2.4. Factores Intrinsecos

2.2.4.1. Desbalances Hormonales.
La fertilidad de las vacas lecheras continla disminuyendo afio tras afio. Se han
sugerido varias razones para esto, entre ellas tenemos los desbalances
hormonales. Para comprender la influencia de las causas endocrinas entender la
fisiologia reproductiva e interaccion de las hormonas de la reproduccion que afectan

la vida atil del cuerpo lateo (52).

La presencia del embrion dentro del Gtero durante los dias 14 a 18 es suficiente
para mantener la fase luteal y la gestacion. El alargamiento de la fase luteal es
producido por liberacion concentraciones adecuadas de interferébn Tau que impide
la liberacion de prostaglandinas F2a desde el Gtero, la cual favorece a la luteolisis.
La luteolisis se ha considerado la principal causa de mortalidad embrionaria en las
vacas (2).

El ambiente uterino juega un papel importante en la determinacién de la calidad de
embrién con la concentracion de progesterona. La presencia de bacterias
patégenas afectan las posibilidades de desarrollo y supervivencia del embrion. Una
baja concentracion de P4 post IA, disminuye el crecimiento embrionario, y por lo
tanto este tienen menor capacidad de producir interferén-tau, lo que afecta el

reconocimiento materno de gestacion (2).

El ambiente uterino juega un papel importante en la determinacion de la calidad de
embrion con la concentracion de progesterona. La presencia de bacterias

patdgenas afectan las posibilidades de desarrollo y supervivencia del embrién (53).
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Por lo tanto, una disminucion de la duracion del celo o celos silenciosos, pueden
llevar mala observacion del celo y una técnica de inseminacion inadecuada. En un
trabajo realizado en VR se observd que un 50% de VR presentaban celos
silenciosos. Las disfunciones ovaricas son dificiles de diagnosticar. Se requiere
realizar perfiles hormonales de las hormonas esteroides ovéaricas (0,8-1,5 ng/mi

progesteronay 2 — 3 mg/ml Estradiol) (53).

2.2.4.2. Infecciones Uterinas

Las infecciones uterinas en el ganado lechero son responsables de importantes
pérdidas econdmicas debido a la disminucién de la prefiez por inseminacion,
extension de intervalos parto-concepcion e incremento de la tasa de descarte. El
ambiente uterino se ve afectado por la contaminacién de agentes bacterianos
patdgenos después del parto. Frecuentemente las bacterias patdgenas persisten
causando enfermedad uterina, causa clave de infertilidad (23). De tal motivo,
cualquier alteracién en la salud uterina puede inducir el sindrome de la vaca
repetidora.

Las infecciones uterinas son las responsables en retrasar la involucion uterina y el
cérvix, alterando el desarrollo de la fase folicular y aumenta las muertes

embrionarias y tasa de retorno de celo (10).
2.3. Clasificaciéon de las enfermedades uterinas

Las enfermedades uterinas tienen una variedad de definiciones en los diferentes
trabajos de investigacion, lo cual dificultad su andlisis y comparacién entre estudios,
pero actualmente se ha puesto un consenso para facilitar el entendimiento de cada

patologia (54).

a. Metritis puerperal. Ocurre durante las dos primeras semanas después del
parto y se caracteriza por presentar signos sistémicos (disminucién de
produccion de leche y fiebre).

b. Metritis clinica se la puede definir que se presenta hasta los 21 dias
postparto, sin signos sistémicos, pero presentan aumento de dimensiones

del uUtero y descargas purulentas o mucopurulenta.
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c. Endometritis clinica se la define como la inflamacion del endometrio

después de 21 dias posparto y se presenta cuando se identifica la descarga
vaginal purulenta o mucopurulenta.
d. Endometritis subclinica se define como la presencia de inflamacién cronica

del endometrio a partir de los 21 DPP y sin la presencia de signos clinicos.

2.3.1. La endometritis subclinica

La endometritis subclinica se define como una inflamacion endometrial cronica, que
ocurre en cualquier momento posterior a la recuperacion histologica de la involucién
uterina (55); y se caracteriza por una infiltracion extensiva de neutroéfilos, que puede
ser detectada mediante un examen citologico del endometrio (56). A pesar de no
presentar signos clinicos existe minimas cantidades de exudado dentro del utero
(57).

La gravedad de endometritis subclinica es suficiente para afectar el rendimiento
reproductivo de las vacas lecheras (28). Un estudio afirma que los animales
clinicamente sanos que fueron sometidos a tratamientos tuvieron un mejor
desempefio reproductivo que los que no recibieron ningan tratamiento, lo que
sugiere, que vacas identificadas clinicamente sanas a examen ginecolégicos

deberias ser evaluadas para la endometritis subclinica (23).

Segun Baranski et al.,(58) demostré que las endometritis subclinica tiene mayor
relacion con el proceso de la involuciéon uterina y la facilidad de recuperacion del
endometrio en el postparto y es la principal causa del sindrome de la vaca

repetidora.

2.3.1.1. Patogenia

Las bacterias colonizan el Utero después del parto y son reconocidas por el sistema
inmunologico del animal, lo cual resulta en la llamada de células de la inflamacion,
como los neutrofilos, los PMN son movilizados al lumen uterino e inician un proceso
de eliminacién de los agentes patdgenos. La cantidad de células inflamatorias
frente a las células endometriales se convierte en un indicador del proceso de

inflamacion y es una caracteristica importante de la endometritis subclinica (59).
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La endometritis subclinica se puede ser diagnosticada citologicamente

considerando un valor >18% de células polimorfonucleares (PMN) en las muestras
de citologia endometrial colectadas entre los 21 y 33 dias post-parto, >10% de
células PMNs en muestras colectadas entre los 34 y 47 dias postparto y un valor
>5% de células PMNs en muestras colectadas después de los 60 dias postparto
(56).

La prevalencia de endometritis subclinica en SVR en los hatos ganaderos varia
entre 24 % a 54 %. La diferencia de estos resultados depende del punto de corte
utilizados (= 3 0 5% de PMN) (11,60).

2.3.1.2. Factores de riesgo

Es importante conocer cuales son los factores de riesgo, ya que daran lugar a un
desequilibrio entre las defensas del organismo y los agentes microbianos. Los
factores de riesgo para el desarrollo de endometritis subclinica en vacas

repetidoras, segun (11):

e Partos distdcicos y gemelares
e Maniobras obstétricas

e Retencion placentaria

e Baja condicién corporal

e Hipocalcemia e hipoglucemia.

e Falta de higiene de las instalaciones o durante el parto

2.3.1.3. Técnicas de diagnostico endometritis subclinica

Se pueden utilizar distintas técnicas para el diagnéstico de endometritis. Entre ellas
tenemos la ultrasonografia que nos permite evaluar cambios fisiologicos y
patolégicos del tracto reproductivo y para seguir las interacciones de la dinamica
folicular. También nos ayuda como diagndstico diferencial de ciertas patologias
como tales quistes ovaricos, endometritis, piometra, momificacion fetal, abscesos
y tumores. Ademas ayuda evaluar el incremento de liquido en el lumen uterino,
incremento en el diametro cervical y de los cuernos uterinos, cambios en la eco

textura, que pueden ser factores asociados con el SVR (61,62).
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El ultrasonografia es una técnica facil de implementar en las ganaderias y con el
tiempo, la tecnologia mejorara estos dispositivos. Sin embargo, el ultrasonografia
tiene una sensibilidad del 88 % y una especificidad del 62 % para el diagndstico
de ES (63).

Citologia endometrial

A citologia endometrial ha sido utilizada para evaluar procesos infecciosos
(vaginitis, cervicitis, endometritis en los animales domésticos. Por lo general, los
trastornos inflamatorios uterinos comienzan con la contaminacion de agentes
bacterianos patdgenos en el lumen uterino, los cuales se adhiere a la mucosa
uterina, colonizan o penetran el epitelio y liberan endotoxinas. Células inflamatorias
y endometriales pueden ser colectadas mediante biopsias uterinas, lavado uterino
y la técnica de Cytobrush son técnicas idoneas para evaluar la citologia endometrial
(65). Técnica de Cytobrush ha sido determinada como superior a otros métodos

para la coleccidn de células cervicales y endometriales (61).

Figura 2 Citologia endometrial

Fuente: (66)
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Cultivo bacteriolégico

La contaminacidn bacteriana uterina después del parto, es evidente en la mayoria
de las vacas lecheras y principal causa de infertilidad. En muchos paises han
implementado los cultivos bacterioldgicos para restringir el uso indiscriminado de
los antibidticos y evitar la resistencia bacteriana. Los principales agentes patdgenos
se encuentran Fusubacterium mecrophorum, Escherichia coli, Arcanobacterium
pyogenes, Proteus spp entre otras (23). La muestra para el cultivo se puede

obtener mediante la técnica de Cytobrush (67).
2.4. Tratamiento sindrome de la vaca repetidora

Los diferentes tipos de tratamientos se han enfocado en reducir el impacto negativo
en las granjas por este sindrome VR. El tratamiento nutricional consiste la
suplementacién de nutrientes esencial, para mejorar la eficiencia reproductiva. La
carencia de minerales (fosforo y zinc), esta relacionados directamente con los
niveles bajos de progesterona. Los cuales pueden causar infertilidad y muerte

embrionaria tempranas (44).

Los tratamientos hormonales consiste la implementacién de hormonas exdgenas
tales: la progesterona es requerida para supervivencia del embrion y evitar muertes
embrionarias tempranas. La GnRH el objetivo el acelerar y garantizar la ovulacion,
estimulando la secreciéon y liberacion de las gonadotropinas (FSH y LH). Las
gonadotropinas exdégenas permiten inducir la ovulacibn o ejerce un efecto
luteotrofico en cuerpo IUteo. El objetivo de estas hormonas es aumentar

probabilidad de prefiez en la vaca repetidora (44).

Los tratamientos intrauterinos son los mas utilizados para contrarrestar los
procesos infecciosos locales debido que son una de las causas principales de este
sindrome. La administracion de antimicrobianos pueden mejorar la eficiencia
reproductiva después del parto (54,68). Una alternativa a estos tratamientos es la
ozonoterapia por via intrauterina favorece el proceso granulacion, epitelizacion y

activa el mecanismo de fagocitosis local (69).
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2.4.1. Tratamiento con Ozono

2.4.1.1. Generalidades

El ozono existe sobre toda la superficie de la tierra es continuamente producido en
la estratosfera mediante las radiaciones ultravioletas descompone las moléculas de
oxigeno (O2) las cuales se unen con otros atomos de oxigeno formando el ozono
(O3). El ozono es un gas inestable que no se puede ser almacenado, se disuelve

en el agua, plasma o en los fluidos extracelulares (13).

2.4.1.2. Uso de la ozonoterapia

Las terapias con ozono medico ha sido usadas desde principios del siglos pasados
en los Estados Unidos. Los primeros estudios menciona que era utilizado como
complemento terapéutico para diferentes enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo (70). Es una molécula capaz de inactivar bacterias, virus, hongos,
levaduras, protozoarios. Tiene un efecto directo sobre la pared bacteriana,
crecimiento del hongo y capside viral. Ademas, estimula el metabolismo del oxigeno

en los tejidos, activa el sistema inmune y actividad analgésica (71).

En medicina veterinaria como terapia alternativa para ciertos trastornos patolégicos
como mastitis, metritis, endometritis, retencion de membranas fetales, vaginitis,

urovagina, degeneracion articulares y dermopticas (53,72).

2.4.1.3. Mecanismo de accion

El mecanismo de accion de la terapia de ozono se produce mediante la activacién
de los sistemas de proteccion antioxidante. El ozono tiene la capacidad de
reaccionar inmediatamente con numerosas moléculas y iones presentes en los
fluidos biolégicos (solucion salina fisiolégica, plasma, linfa, orina, etc),

principalmente los antioxidantes, proteinas, carbohidratos y acidos grasos (1).

El ozono daia la integridad de la pared celular bacteriana a través de la oxidacion
de fosfolipidos y lipoproteinas estructurales, en hongos inhibe el crecimiento celular
en ciertas etapas, en virus deteriora la capside viral e interrumpe su multiplicacion;
ademas que en células alteradas actia oxidandolas, lo que facilita su eliminacion y

reemplazo por células sanas (73).
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2.4.1.4. Efecto bactericida del ozono

El ozono es capaz de eliminar a bacterias Gram positivas y gramnegativos,
incluyendo la pseudomonas aeruginosa y la Eschericea coli; ambas bacterias son
tremendamente resistentes a los antibioticos. Los efectos desinfectantes locales,
antiviral y antibacterianos del ozono se deben a su capacidad germicida,

basicamente a su alta capacidad oxidante sobre las paredes bacterianas (74).

2.4.1.5. Efecto antiinflamatorio y analgésico del ozono

El ozono tiene un mecanismo dual antiinflamatorio y analgésico. Ejerce estos
efectos actuando sobre diversos tejidos blancos: disminuyendo la produccion de
mediadores de la inflamacion, la oxidacion de algunos mediadores de la inflamacién
y mejorando la microcirculacion sanguinea local, mejorando de esta manera la
entrega de oxigeno a los tejidos lo cual estimula le regeneracion de estructuras
anatdmicas, eliminacion de toxinas y resolucion del disturbio que gener6 el dolor
(75).

El efecto antiinflamatorio del ozono se basa en su capacidad para oxidar
compuestos que contienen enlaces dobles, entre ellos el &cido araquiddnico y las
prostaglandinas, sustancias bioldgicamente activas que se sintetizan a partir de la
fosfolipasa que participan en grandes concentraciones en el desarrollo y en el
mantenimiento del proceso inflamatorios. EI mecanismo analgésico del ozono se
basa en activar sustancias endégenos que incrementar la concentracién de

endorfinas endégenas (76).

2.4.1.6. Efecto inmunomodulante

El mecanismo de accion del ozono sobre el sistema inmunitario es directo sobre
glébulos blancos (linfocitos y monocitos), estimula la liberacion de citoquinas,
interferones, factor de necrosis tumoral, y las interleuquinas (12). El efectos del
ozono es regular las reacciones inmunoldgicas producidas patologias auto

inmunitarias (70).
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2.4.1.7. Dosificacion

En medicina humana, se utilizan concentraciones de ozono-oxigeno entre 1 - 100
ug/ml. En medicina veterinaria, las concentraciones utilizadas van desde 6, 20, 30,
50y 70 ug/ml (77).

2.4.1.8. Ozonoterapia intrauterina en bovinos

El ozono se emplea para el tratamiento de metritis puerperal, disuelto en soluciéon
salina, por via intrauterina, demostrando que esta terapia alternativa es menor
agresiva con los tejidos uterinos, favoreciendo su recuperacion y reinicio de la
actividad reproductiva mas rapidamente que con los antibiéticos. Ademas no afecta
la viabilidad de los espermatozoides, no crea resistencia y no posee efectos residual

en leche y carne (71,77).

El ozono es mas eficaz en los tratamientos de metritis, endometritis, urovagina y
retencion placentaria en vacas lecheras, comparandolo con tratamientos

hormonales o antibi6ticos, mejorando la fertilidad del ganado (78,79)
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales
e Materiales Bioldgicos

Vacas Holstein Mestizas

e Materiales Quimicos
e Gas Ozono
e Reactivo de Giemsa
e Alcohol 70 %

e Cefapirina Benzatinica 500 mg en suspension

e Hormonas(Implantes de Progesterona, Benzoato de estradiol, prostaglandinas,

GnRH)

e Medios de Cultivos (Agar Sangre, Agar Manitol, EMB, Agar Tripe AzUcar Hierro).

e Agua destilada tipo Il estéril
e Suero fisiologico: Cloruro de sodio 0.9%
e Yodo Povidine 5%
e Tincion de Gram
e Materiales Fisico
e Registros Reproductivos de los hatos
e Microscopio Optico
e Equipo Ozonificado
e Gellubricante
e Catéter de lavado
e Jeringas de 50 ml.
e Citocepillo
e Camisa sanitaria
e Cajas Petri
e Ecografo

e Camara de cultivo

Bryan Manuel Romero Aguilar
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3.2. Métodos

3.2.1. Area de estudio

Esta investigacion se realizé en la “Granja Nero”y la “Granja Irquis” de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias, perteneciente a la Universidad de Cuencay la hacienda
particular “El Carmen”. La “Granja Nero” se encuentra ubicada en la Provincia del
Azuay, a 12 km de canton Cuenca, Parroquia Bafos, Sector Nero cuyas
coordenadas son Latitud Sur: 2°57'24"S y Longitud Oeste 79°6'22"0; altitud de 3100
m.s.n.m.; pluviosidad anual entre 500 mm y 1000 mm, humedad relativa del 80% y
una temperatura promedio de 10 °C. Anexo 1 La “Granja Irquis” se encuentra
ubicada en el km 20 de la via Cuenca — Girdn, a la altura de la parroquia Victoria
del Portete cuyas coordenadas son Latitud Sur: 3°4'48"S y Longitud Oeste
79°4'31"0; altitud de 2660 m.s.n.m.; pluviosidad anual entre 770 mm y 1000 mm,
humedad relativa del 80% y una temperatura promedio de 12 °C. Anexo 2 La
hacienda “El Carmen” se encuentra ubicada en la parroquia Tutupali Chico, Sector
la Inmaculada cuyas coordenadas son Latitud Sur: 3°0'30"S y Longitud Oeste
79°6'12"0; altitud de 2900 m.s.n.m.; pluviosidad anual entre 800 mm y 1100 mm,

humedad relativa del 80% y una temperatura promedio de 15 °C. Anexo 3
3.3. Metodologia de las unidades experimentales

En esta investigacion se incluyeron 42 vacas repetidoras con endometritis
subclinica de raza Holstein Friesian mestizas multiparas, clinicamente sanas, que
no han concebido en =3 servicios consecutivos en ciclos estrales regulares (17 — 23
dias), con una condicion corporal de 2,5 — 3,0 segun la escala de clasificacion (1-5)
de NIRD (National Institute of Research in Dairying), alimentadas con una dieta
basal de 90% de pasturas, 8% de concentrado (maiz, soya, melazay fibra) y 2% de
pre-mezcla de vitaminas y minerales; se excluyeron animales que presenten ciclos
estrales irregulares, fluido vaginal anormal y cuadros patoldgicos detectable al

momento del examen ginecologico.
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3.3.1. Seleccion de los animales

Las vacas fueron seleccionadas por medio de los registros reproductivos existentes
en cada granja alcanzando 14 animales por cada granja (Nero, Irquis y EI Carmen);
se consideraron vacas con endometritis subclinica aquellas que presentaron = 5%

de células PMN en la citologia endometrial utilizando la “técnica de cytobrush”.

3.3.2.  Muestreo citolégico por Técnica Cytobrush

El diagnostico de endometritis subclinica se lo realizO mediante citologia
endometrial utilizando la técnica de Cytobrush descrita por Kasimanickam et al., el
método consiste en conectar el citocepillo a una pistola de transferencia de
embriones, el mismo que se reducird a 3 cm de largo y se enroscada en una barra
de acero inoxidable, y se lo recubrird con un plastico sanitario para protegerlo de la
contaminacion vaginal. La vulva es limpia con agua y secada con toallas de papel
absorbente, el instrumento sera lubricado y pasara a través de la vagina hacia el
exterior de la cérvix, se perforard el plastico sanitario, y el instrumento avanza a
través del cuello uterino, el instrumento entra en el cérvix para exponer el citocepillo
al endometrio, la muestra fueron tomadas girando el citocepillo en direccién de las
manijas del reloj, luego es reintroducido dentro del tubo de acero inoxidable para
poder sacarlo del Utero. Las placas para la examinacion citoldégica fueron
preparadas haciendo rodar el citocepillo en el portaobjetos, rotuladas vy fijadas
etanol al 70%. Por ultimo, las placas fueron llevadas al Laboratorio Clinico de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias, Escuela de Medicina Veterinaria, de la
Universidad de Cuenca en el menor tiempo posible para ser tefiidas con la Tincién

de Giemsa.

3.3.3.  Evaluacion citolégica

Las muestras fueron evaluadas contando 100 células al azar existentes en un
campo utilizando el aumento de 40x (Olympus, Mod: CX31RBSFA), y de esas 100
células se cuenta la cantidad polimorfonucleares (PMN) y se expresa en porcentaje.
Se preparé dos placas de citologia endometrial y fueron evaluadas por dos

ocasiones por vaca (Anexo 9).
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3.3.4. Evaluacion del diametro de luz uterina
En las vacas seleccionadas se realizd una evaluacion por via transrectal mediante
el empleo de un equipo de ultrasonido (Mindray Mod: DP-6600 Vet), usando un
transductor lineal de 7,5 MHz para medir el diametro de la luz uterina en la base de
uno de los cuernos expresando en milimetros, el cual se obtiene al realizar un corte
transversal con traductor lineal y medir la distancia entre los bordes del endometrio.
Las mediciones fueron obtenidas en la fase del diestro del ciclo estral, se realizaron
dos mediciones del diametro de la luz uterina (antes y después del tratamiento)
(Anexo 10).

3.3.5. Toma de muestras para cultivo bacteriolégico y aislamiento de

agentes bacterianos

Las muestras fueron tomadas mediante la técnica de Cytobrush como fue descripta
anteriormente en el momento del diagndéstico de endometritis subclinica, para
identificar los siguientes agentes bacterianos Escherichia Coli, Staphylococcus
spp., Pseudomonas spp. y Bacillus spp. Una vez obtenida la muestra se introdujo el
citocepillo en el medio de transporte, en el cual fue colocado en un cooler con
refrigerantes hasta su llegada al Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca de la Universidad de Cuenca,
las muestras fueron sembradas en Agar sangre, Agar Macconkey y Agar nutritivo,
la siembra se realiz6 por diseminacion en superficie de cada medio de cultivo
utilizando un hisopo estéril posteriormente las placas petri se incubaron en
aerobiosis a 37 ° C, examinandose las muestras a las 24 y 48 horas de incubacion,
las bacterias se identifican por las siguientes caracteristicas: morfologia de colonia
y Tincion de Gram.

En aquellas muestras que se observo crecimiento bacteriano, se procedio a realizar
la tincion Gram, posteriormente fueron clasificadas las bacterias (Gram positivos y
Gram negativos). Las bacterias Gram positivos, fueron sembradas en Agar sal
manitol y se realizé pruebas de catalasa. Las Bacterias Gram negativos se sembro

en Agar EMB (eosina azul de metileno), prueba catalasa y TSI (Triple azucar hierro).
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Tincion de Gram

La tincibn de Gram consiste con la ayuda de un asa de platino estéril se tomar la
muestra de la superficie del cultivo bacteriano, se coloca una gota de solucion salina
estéril sobre un portaobjeto para su suspension, el portaobjeto que contiene

preparacion bacteriana es secado al ambiente y procede a realizar la tincion:

En la primera fase de la tincion se coloco cristal violeta sobre la preparacion
bacteriana, se dejo actuar por un minuto y a continuacion se procedio a lavar el
portaobjeto con agua destilada. En la segunda fase se afiadi6 el reactivo de lugol,
se dejé actuar por un minuto y se procedi6 a lavar el portaobjeto. En la tercera fase
se procedié colocar gota a gota el alcohol acetona, se dejo actuar por 15 segundos
y pasado el tiempo se lavo el portaobjeto. En la ultima fase se colocé el reactivo de
safranina, se dejo actuar por 45 segundos y se lavd la preparaciéon. La muestra fue
secada al ambiente e inmediatamente se colocO una gota de aceite de insercién
sobre el portaobjeto para su observacion en microscopio con lente de 100X.

Las bacterias Gram positivos se colorean de violeta, mientras que las Gram

negativos se decoloran y captan el color de contraste (Rosado).

3.3.6. Aplicacién de los tratamientos.

Luego de las 24 horas del diagnéstico de endometritis subclinica (%PMN =5) se les
realizo los siguientes tratamientos: G1 (n=21) se aplicd cefapirina benzatinica
intrauterina (IU) 500mg y G2 (n=21) se aplicé ozono en una concentracion de 45

ug/ml en 50 ml de agua bidestilada tipo Il estéril.

3.3.7. Evaluaciéon de efecto de tratamientos

Se evaluo el efecto de los tratamientos a las 72 horas luego de su aplicacién, por
medio de la técnica de Cytobrush evaluando la cantidad de células PMN; ademas
se realizé una segunda medicion del diametro de la luz uterina, para verificar si

existi6 efecto de los tratamientos.
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3.3.8.  Protocolo de sincronizacion de celo
Luego de terminar la fase experimenta inmediatamente las vacas fueron sometidas
a protocolo de sincronizacion de celo. A continuacion se va describir el protocolo

gue se empled en el estudio.

Dia 0 = Implante de progesterona (P4) CIDR + benzoato de Estradiol (EB) de 2 mg
Dia 8 = Retiro del implante + aplicacion de prostaglandina (PGF2a) de 150 mg
Dia 9 = benzoato de Estradiol (EB) de 1 mg

Dia 10 = Inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) + GnRH.

3.3.9. Disefio experimental

Los resultados obtenidos se evaluaron utilizando un Disefio de bloques al Azar
(DBA), analisis estadistico consistié en una comparacion de medias entre los grupos
mediantes un andlisis de varianza (ANOVA) doble de efecto fijo (p< 0.05), para
determinar el grado de significancia de las variables. Para establecer relacion entre
las variable presencia de agentes bacterianos, porcentaje de células PMN, didmetro
de luz uterina y porcentaje de concepcidén con respecto a los tratamientos se
emplearon tablas de contingencia. Los datos fueron procesados mediante el

software de analisis estadistico INFOSTAT, para Windows 8.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

El total de animales que se incluyo en el estudio fueron 42, se dividié en dos grupos
G1= Cefapirina benzatinica en suspension (n= 21) y G2= Agua destilada tipo I
ozonificada (n= 21) presentaron las siguientes caracteristicas (Tabla 2):

Tabla 2 Analisis descriptivo de los grupos selecionados

Tratamiento Dias Abiertos Numero de servicios

G1 (n=21) 279,0 + 27,40 3,8+0,19

G2 (n=21) 273,9+22,34 3,9 £0,25

G1: Cefapirina benzatinica en suspensién, G2: Agua destilada tipo Il ozonificada.

4.1. Prevalencia de endometritis subclinica en vacas repetidoras.

Tabla 3 Diagnostico de endometritis subclinica en vacas repetidoras

Haciendas
- Total
Nero Irquis EI Carmen
vacas Sin Endometritis 15 20 12 47
Repetidoras

% 51,73 58,83 46,15 52,24

Con Endometritis 14 14 14 42
% 48,27 41,17 53,85 47,76

Prevalencia de endometritis subclinica en vacas repetidoras durante el tiempo que
duro la investigacion fue de 47,76 % (42/89) (Tabla 3). Este resultado no coinciden
por el reportado por Pothmann et al., (60) que obtuvo una prevalencia de ES en VR
de 12,7 %, son similares a los encontrados por Salasel et al., (11) 52,7 % en ES en
VR, por otro lado varios autores Dogan et al., Javed et al., (80,81) establecieron un
rango de endometritis en VR de 14 a 54 %, la diferencia de estos resultados
depende del punto de corte utilizados (= 3 0 5% de PMN), tamafio de la poblacion
en estudio y diferentes factores ambientales que estuvieron expuestos los animales
(11).

40
Bryan Manuel Romero Aguilar



jE% UNIVERSIDAD DE CUENCA

s
4.2. Efecto del tratamiento sobre el porcentaje de PMNs.

Tabla 4 Efecto del tratamiento sobre el porcentaje de PMNs

PMNSs Iniciales PMNs 72 horas post
(%) tratamiento (%)
' G1= Cefapirina
Tratamiento o 12,5+ 0,99 6,5+0,762
Benzatinica
G2=
11,5+1,19 4,0 +0,52°
Ozono

a,b diferentes en la misma columna presenta diferencias significativas para un P<0,05

El porcentaje de PMNs encontrados en vacas repetidoras fue 12,5 + 0,99 % para el
Gly parael G2 fue 11,5 £ 1,19 %; luego de 72 horas de haber sido aplicado los
tratamientos se evalué su efecto sobre el porcentaje de PMNs mostrando una
diferencia significativa (P<0.05) entre G1= 6,5+ 0,76 y G2=4,0 £ 0,52 (Tabla 4),
es decir que los animales tratados con ozono mostraron una mayor efectividad en
la reduccion de PMNs.

Un estudio realizado por Madoz et al., (56) considera animales positivos a ES
cuando presenta 5% de PMNs, después de los 60 dias post parto. Por lo tanto, en
este estudio se observa que luego de aplicarse el tratamiento con cefapirina
benzatinica, el porcentaje de PMNs se encuentra por encima del 5%, mientras que
el grupo que recibid Os se encuentra por debajo del 5%, segun estos resultados
el ozono tiene mayor efecto en la recuperacion del endometrio en VR con ES, al

compararlo con la cefapirina benzatinica (P<0.05).

Varios estudios han demostrados el potencial terapéutico del ozono intrauterina en
las vacas Holstein, segun los autores el ozono tiene la capacidad de mejorar la
regeneracion del endometrio, reduce el proceso inflamatorio (disminucion de PMNS)
(82,83). Ademas favorece la estimulacion del tejido de granulacion y epitelizacion
(84).
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Figura 3 Porcentaje de diferencia del efecto de los tratamientos
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Al comparar el efecto de los tratamientos sobre el porcentaje de PMNs a 72 horas
post-tratamiento se observé una diferencia de 16,95 % de eficacia para el ozono

sobre la cefapirina benzatinica (Figura 3).

Estos resultados difieren con los reportadas por Maldonado et al. (2017) que
investigaron la efecto del ozono vs cefapirina benzatinica en vacas lecheras con ES
durante el postparto, en donde obtuvieron una reduccion significativa de PMNs con
la administracién ozono intrauterino del 78,8 % versus 61,7% de los animales
tratados con cefapirina benzatinica. Esto se podria explicar que el ozono es mas
eficaz cuando se realice un diagnéstico y tratamiento temprano de en endometritis

subclinica en vacas lecheras.

4.3. Efecto del tratamiento sobre el Didmetro de luz uterina.

El didmetro de la luz uterina inicial en vacas repetidoras fue 2,23 £ 0,14 (mm) para
el G1y para el G2 fue 2,23 £ 0,14 (mm); luego de 72 horas de haber sido aplicado
los tratamientos se evalu6 por segunda vez efecto sobre el diametro de luz uterina;
no mostrando diferencia significativa (p>0,05) entre el G1= 1,72+ 0,08 (mm) y para
el G2 =1,62 + 0,13 (mm) (Tabla 5).
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Tabla 5 Efecto del tratamiento sobre el diametro de luz uterina

Diametro luz Diametro luz uterina(mm)

uterina (mm) 72 horas post tratamiento

G1= Cefapirina

Tratamiento o 2,23+0,14 1,72+ 0,082
Benzatinica
G2=
2,21 +0,12 1,62 + 0,132
Ozono

a,b diferentes en la misma columna presenta diferencias significativas para un P<0,05

Luego de aplicar los tratamientos el 77.41 % (33/42) de vacas tratadas disminuyeron
el diametro de luz uterina < 2 mm: en cambio el 22.59 % (9/42) de las vacas tratadas
presentaron un didmetro de luz uterina = 2 mm. Lo cual demuestra la efectividad del

cefapirina benzatinica y en ozono en la disminucion de la luz uterina en VR.

Estudios de Mateus et al., (85) afirma que la presencia de luz uterina a partir de la
cuarta semana post parto indica que existe un proceso inflamatorio activo esto se
puede evidenciar con la presencia de PMNs. La presencia de luz uterina puede ser
un indicativo de endometritis subclinica en ganado bovino (58,61), lo cual podria
tener un efecto negativo sobre el desarrollo y supervivencia del embrién,

disminuyendo el porcentaje de concepcion (86,87).

Por otro lado, al ser una investigacion que evalla el efecto del ozono sobre el
diametro de la luz uterina, no existe informacion suficiente para contrastar los
resultado obtenidos sobre la reduccion de la luz uterina, sin embargo la presente
investigacion fue comprobar la relaciéon del diametro de luz uterina entre la fertilidad

en vacas, como se analizard mas adelante.

4.4. Relacion del diametro de luz uterina post-tratamiento sobre la fertilidad.

Tabla 6 Relacion del diametro de luz uterina post-tratamiento sobre la fertilidad

Diametro luz uterina post-tratamiento

<2mm 22 mm Total
Prefez 16 1 17
% 94,12 5,88 100,0
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El porcentaje de prefiez en vacas repetidoras con < 2 mm de diametro de luz uterina
post-tratamiento fue 94.12 % (16/17), mientras que el porcentaje de prefiez en VR
con = 2 mm de diametro de luz uterina post-tratamiento fue 5.88 % (1/17) (Tabla
6). Estos resultados nos demuestran que vacas repetidoras con <2 mm de diametro
de luz uterina tienen una mayor probabilidad de prefiez en la posterior inseminacion
artificial comparandolas a las VR con = 2 mm luz uterina (probabilidad ajustada =
0,1307; p =0,6303) (Anexo 20).

Estos resultados obtenidos en el presente trabajo son similares a otros estudios, en
donde determinaron un mayor desempefio reproductivo en vacas con un diametro
de luz uterina <2 mm; mientras un diametro de luz uterina mayor = 2 mm tiene una

asociacion negativa con el porcentaje de prefiez a la siguiente IA (88).

Varias investigaciones sobre el diagnéstico de endometritis subclinica en ganado
lechero mediante ultrasonografia demostraron que el diametro de luz uterina varia
de acuerdo a la fase del ciclo estral(fase del proestro y estro fisiol6gicamente existe
mayor abertura de la luz uterina, mientras en la fase diestro existe una menor
diametro de luz uterina) y nimero de partos( vacas primiparas presentan un menor
diametro de luz uterina y vacas multiparas hay una mayor abertura de luz uterina)
(89,90)

4.5. Relacion de los PMNs post-tratamiento entre la fertilidad

Figura 4 Porcentaje de Prefiez en relacion a los PMNs Post-Tratamiento.
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El porcentaje de PMNs después de las 72 horas de haber aplicado los tratamiento
mostro una diferencia estadisticamente entre los porcentaje de prefiez (p < 0,05);
existe una diferencie al porcentaje de prefiez de 52,93 % entre los animales con <
5 PMNs y con = 5 PMNs (Figura 4). Es decir el porcentaje de PMNs (< 5 PMNSs)
indica que el proceso infeccioso e inflamatorio local se ha reducido, creando un

ambiente uterino favorable para la concepcion.

Por lo tanto, vacas que presentan porcentajes de PMNs superiores al umbral (= 5
PMNs), empiezan a manifestar una disminucion de su performance
reproductiva(91,92).

4.6. Aislamientos bacterianos de vacas repetidoras con endometritis
subclinica.

Tabla 7 Aislamientos Bacterianos

Endometritis Subclinica

Bacterias % (n/N.)
Staphylococcus spp. 45,24 % (19/42)
Escherichia Coli 9,5% (4/42)
Pseudomonas Spp. 7,4 % (3/142)
Bacillus spp. 9,5% (4/42)

Sin Aislamiento 38,0 % (16/42)

Los resultados de los cultivos bacteriolégicos demostraron que el 62 % (26/42)
presentaron crecimiento bacteriano y el 38 % (16/42) de las vacas repetidoras con
endometritis subclinica no presentaron aislamiento bacteriano. Los principales
agentes bacterianos aislados de la mucosa uterina fueron Staphylococcus spp
42.24 %, Echerichia Coli 9,5 %, Bacillus spp 9,5 % y Pseudomonas spp 7,4 % como

se muestran en la (Tabla 7).

Estos resultados obtenidos coinciden con Pothmann, (60); en donde evaluaron la
prevalencia de endometritis subclinica y la presencia de agentes bacterianos en

vacas repetidoras; en cual el 47,1% de las muestras no se encontraron aislamiento
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bacteriano, las principales bacterias aisladas en este estudio fueron Trueperella
pyogenes (0.8%), Escherichia coli (2.5%), Corynebacterium spp. 20.7%,,
Streptococcus spp. 19.0% y Staphylococcus spp. 14.9%.

Los principales agentes bacterianos aislados en 37 vacas repetidoras mediante
biopsia uterina encontraron el 62,2 % de las muestras presentaron crecimiento
bacteriano; donde predominé Staphylococcus (37.8%), Bacillus (35.1%), E. coli
(29.7%) y Pseudomonas (18.9 %) (26).

Un estudio sobre aislamiento de agentes bacterianos intrauterino en vacas
repetidoras con endometritis subclinica el 50 % de las muestras no presentaron
aislamiento bacteriano, los autores explican posiblemente en el momento del
diagnéstico de ES, las bacterias han sido eliminadas del utero los mecanismo de
defensas, mientras que el proceso inflamatorio endometrial se encontraba en fase
de regresion hacia la normalidad, por lo cual existia PMNs por encima del punto
corte de ES (91) . Este postulado esta de acuerdo con Baranski, (58); afirma que
vacas diagnosticadas con endometritis subclinica (encima del umbral =5 PMNs ) se
encuentra relacionado con la involucion uterina y recuperacion del histologica del

endometrio que con una infeccién bacteriana.

4.7. Efecto de los tratamientos sobre el porcentaje de prefiez

Tabla 8 Porcentaje de prefiez

Tratamiento N. de vacas % de Prefiez
prefiadas

G1 (n=21) 7 33,0+ 0.112

G2 (n=21) 10 48,0 £ 0.112

a,b diferentes en la misma columna presenta diferencias significativas para un P<0,05

G1: Cefapirina benzatinica en suspension, G2: Agua destilada tipo Il ozonificada.

En este estudio, el 40.48 % (17/42) de las vacas repetidoras con endometritis
subclinica concibieron. El porcentaje de prefiez fue del 33,33 % (7/21) en grupo

tratadas con cefapirina benzatinica y los animales tratados con ozono alcanzaron
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un porcentaje de prefiez del 48,0 %, los tratamientos no mostraron diferencia

estadistica (P>0.05) (Tabla 8) sin embargo, existe mayor probabilidad de recuperar

la fertilidad en animales tratados con ozono (Anexo 19).

Maldonado et al., (2017) demostrando un efecto positivo del uso de la ozonoterapia
vs una infusiéon de 500 mg de cefapirina benzatinica por via intrauterina para el
control de ES en vacas Holstein durante el postparto en vacas lecheras;
obteniendo un porcentaje de prefiez al primer servicio del 66 % en animales
tratados con ozono y un 41,2 % de prefiez en los animales tratados con cefapirina
benzatinica (P<0,05), esta diferencia estadistica se deberia ya que los animales
fueron tratados entre 34 — 47 DPP. Esto nos puede decir un mayor efecto

terapéutico del ozono durante el postparto.

Este resultado fueron similares a un estudio realizado en Portugal, en donde
aplicaron pajillas ozonificas (Ripromed palhinhas®) 10 horas antes de la
inseminacion artificial en VR de raza Holstein — Friesian donde obtuvieron 43 % de
prefiez en los animales tratados; mientras un 26 % de concepcion en animales no
tratados (93).

Por otro lado, Samardzija et al., (82) investigaron la eficacia del ozono intrauterino
en vacas repetidoras con o sin crecimiento bacteriano; aplicando un aerosol de
espuma ozonificada (Riger spray, Novagen) en 34 animales obtenido 33 y 60 %

de prefiez respectivamente.

Zobel, (94) indica en su estudio, diversos tratamientos para endometritis en vacas
Simmental, en cual puso a prueba la eficiencia del ozono intrauterino mediante un
ensayo de tres grupos Grupo A (PGF2a), Grupo B (cefapirina + PGF2a) y Grupo C
(ozono + PGF2a) y, en Grupo C obtuvieron mayor numero de vacas concebida

después de la primera inseminacion artificial posterior al tratamiento (p <0,05).
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5.  CONCLUSIONES

Al finalizar la investigacion se ha llegado a las siguientes conclusiones:

e La administracion intrauterina de ozono reduce significativamente el
porcentaje de PMN en vacas repetidoras con endometritis subclinica, siendo
mejor que el tratamiento alopatico (cefapirina benzatinica).

e Ambos tratamientos reducen el diametro de la luz uterina y mejoran la
prefiez, pero no difieren entre ellos, aun asi, el uso de la ozonoterapia
proporciono una mayor recuperacion de la fertilidad en vacas repetidoras.

e De las 42 vacas repetidoras con endometritis subclinica, 26 presentaron
aislamientos bacterianos para Staphylococcus spp 42,24 %, Escherichia Coli
9,5 %, Bacillus spp 9,5 % y Pseudomonas spp 7,4 %.

48
Bryan Manuel Romero Aguilar



jE% UNIVERSIDAD DE CUENCA

6y

6. RECOMENDACIONES

- Se recomienda continuar esta investigacion con un mayor numero de
animales para aprovechar el potencial antimicrobiano del ozono frente a los
antibioticos en procesos infecciosos endometriales en ganado bovino.

- Debido al impacto negativo que tiene sindrome de vaca repetidora en la
reproduccion se recomienda realizar un diagnostico temprano de la misma'y
definir su origen, para evitar pérdidas reproductivas y economicas en los
hatos ganaderos.

- Para futuras investigaciones se recomienda realizar pruebas de sensibilidad
de los agentes bacterianos uterinos y su resistencia a los antibioticos.

- Laendometritis subclinica es una de las causas de VR, por lo que se requiere
mas estudios para comprender los mecanismo causante del SVR y de esta

forma emplear un tratamiento efectivo.
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8. ANEXOS

Anexo 1 Ubicacion de la Granja Nero

'
Hotel sanchez spa
9

Granja Nero
Universidad de Cuenca

Google

Anexo 2 Ubicacion de la Granja Irquis

Fuente: Directorio cartografico de Google Maps, 2019.
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Anexo 7 Equipo Ozonificador

Anexo 8 Tincidn de Giemsa
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Anexo 9 Valoracioén Citolégica

Antes del Tratamiento Después del Tratamiento

Anexo 10 Medicién del diametro de luz uterina mediante Ultrasonografia

GBS4/MO44/ APy /BIPS/
MIPS/ PRag .
75L50E 18/06/2019
AV 7,54 " 0B ;84 150
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Antes del Tratamiento

Después del Tratamiento
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Anexo 11 Preparacion medios de cultivos

Anexo 12 Tincién de Gram

Bryan Manuel Romero Aguilar
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Anexo 13 Staphylococcus spp. en Agar Sal Manitol

Anexo 14 Echerichia Coli
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Anexo 15 Bacillus spp

Anexo 16 Pseudomonas Spp.
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Anexo 17 Promedio de la Variable PMNs a 72 horas pos tratamiento

Error
Tratamiento Media Estandar Limite de Confianza al 95 %
Minimo Maximo
Cefapirina
Benzatinica 6,48 0,76 4,9 8,06
Ozono 4,02 0,52 2,93 5,12

Anexo 18 Promedio de la Variable Didmetro de luz uterina Pos Tratamiento

Error
Tratamiento Media Estandar Limite de Confianza al 95 %
Minimo Maximo
Cefapirina
Benzatinica 1,72 0,08 1,56 1,87
Ozono 1,62 0,13 1,35 1,88

Anexo 19 Promedio de la Variable Prefiez

Error
Tratamiento Media Estandar Limite de Confianza al 95 %
Minimo Maximo
Cefapirina
Benzatinica 0,33 0,11 0,11 0,55
Ozono 0,48 0,11 0,24 0,71

Bryan Manuel Romero Aguilar
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Anexo 20 Relacion del Diametro luz uterina final entre prefiez

Didmetro Luz Uterina Post-Tratamiento

<2mm 22mm Total

Prefez Prefiada 16 1 17
% 94,12 5,88 100,0

Vacia 17 8 25
% 68,00 32,00 100,0

Anexo 21 Efecto de los tratamientos sobre los PMNs finales

PMNs Post-Tratamiento

<5 PMNs 2 5 PMNs Total

Tratamiento Metricure 9 12 21
% 42,86 57,14 100,0

Ozono 18 3 21
% 85,75 14,29 100,0

Bryan Manuel Romero Aguilar
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Anexo 22 Modelo de la hoja de campo
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