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Resumen

El estudio se realizé en 4 ganaderias de las parroquias Tarqui y Victoria de
Portete del Canton Cuenca, Provincia de Azuay, en 80 vacas Holstein Friesian
mestizas, seleccionadas al azar en etapa postparto, con condicidon corporal
entre 2,5 - 3, multiparas, clinicamente sanas, con similares condiciones
sanitarias y de manejo; divididas en un grupo experimental GOz (n1=40):
solucion bidestilada ozonificada (SBO) concentracion 50pg/ml administrada via
intrauterina; el segundo grupo control GC (n2=40). Se evalué la Salud Uterina
(SU) para determinar presencia de endometritis subclinica (ES) considerando
positivas aquellas mayor o igual al 6% de polimorfonucleares (PMNs) a los 35 —
42 dpp por Cytobrush, también se evaluaron parametros reproductivos: numero
servicios por concepcion (NSPC), intervalo parto primer servicio (IPPS), tasa
concepcion al primer servicio (TCPS) y dias abiertos (DAB). Los resultados:
porcentaje de ES en primera citologia 42,5% y 50% para GOz y GC, mientras
que a las 72 horas el porcentaje disminuyo al 5% para GOz y en GC mantuvo
el mismo valor (p<0,0001), el IPPS GOz = 75,1 + 4,65 dias; para GC = 66,1 +
4,31 dias, no se observo diferencia significativa entre ambos grupos (P>0,05).
El NSPC fue 2,1 £ 0,25 GOz y 3,1 + 0,23 GC mostrando diferencia estadistica,
TCPS fue 50,00% para GOz y 16,22% para GC, se demuestra una diferencia
significativa (P<0.01) a favor del GOz, en DAB los valores beneficiaron al GOz
126,2 £ 9,72 dias sobre 148,9 + 9,01 dias del GC; sin embargo, no presentaron
significancia (p>0,05).

Palabras clave: ENDOMETRITIS SUBCLINICA, OZONO, POLIMORMO
NUCLEARES, CYTOBRUSH.
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Abstract

This study was carried out in 4 farms of Tarqui and Victoria parishes of Portete
del Cantén Cuenca, Province of Azuay, in 80 Holstein Friesian mestizas cows,
randomly selected in postpartum stage, with a body condition between 2.5 - 3,
multiparous, clinically healthy, with the same sanitary and management
conditions; divided into an experimental group GOz (n1 = 40): ozified
desensitized solution (SBO) at a concentration of 50ug / ml administered
intrauterine and the second control group GC (n2 = 40). Uterine Health (SU)
was evaluated to determine the presence of subclinical endometritis (ES),
considering positive those with greater than or equal to 6% polymorphonuclear
(PMNs) at 35 - 42 dpp by Cytobrush, reproductive parameters were also
evaluated: number of services per conception (NSPC), first service delivery
interval (IPPS), first service conception rate (TCPS) and open days (DAB). The
results: percentage of ES in first cytology 42.5% and 50% for GOz and GC,
while at 72 hours the percentage decreased to 5% for GOz and in GC
maintained the same value (p <0.0001), the IPPS GOz = 75.1 + 4.65 days; for
GC = 66.1 = 4.31 days, no significant difference was observed between both
groups (P> 0.05). The NSPC was 2.1 £ 0.25 GOz and 3.1 + 0.23 GC showing
statistical difference, TCPS was 50.00% for GOz and 16.22 % for GC, a
significant difference was demonstrated (P <0.01) in favor of GOz, in DAB the
values benefited GOz 126.2 + 9.72 days over 148.9 + 9.01 days of GC;

however, they did not show significance (p> 0.05).

Key words: SUBCLINICAL ENDOMETRITIS, OZONE, POLYMORPH
NUCLEARES, CYTOBRUSH.
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1. INTRODUCCION.

Dentro de las actividades pecuarias de mayor importancia en Ecuador,
lidera la explotacion bovina con 4,19 millones de cabezas; de este total de
bovinos 896.170 cabezas corresponden a vacas ordefiadas. Al 2016 la
provincia del Azuay se ubica en tercer lugar en produccion leche a nivel
nacional, registrando una produccion de 561.431 litros de leche diarios, con
porcentaje de participacion del 10,55% del total de la produccion nacional
de 5.319.288 diaria (ESPAC - INEC. Resultados 2017) (1) (2).

El manejo reproductivo en vacas posparto se realiza con el proposito de
diagnosticar y tratar patologias del Gtero, con el objetivo de disminuir los
dias abiertos (3) La endometritis subclinica(ES) es una enfermedad
reproductiva que afecta una proporcion importante de vacas luego del parto
(18-20% hasta los 40 dpp); debido a que las vacas que la padecen no
presentan sintomatologia clinica, pasa desapercibida y estas hembras no
reciben el tratamiento terapéutico indicado (4)

Como impacto negativo, en la eficiencia reproductiva de la ES se incluye el
incremento del numero de dias abiertos, aumento de los servicios por
concepcién e incremento del riesgo de eliminacion debido a fallas
reproductivas (5) Tradicionalmente, la endometritis clinica y la ES, cuando
es detectada, ha sido tratada con diversos tipos de antibiéticos y esquemas
terapéuticos. Sin embargo, la leche producida durante los dias de
tratamiento debe ser descartada; lo cual, ocasiona pérdidas econdmicas en

la unidad de produccién (6)

La ozonoterapia representa un tratamiento alternativo para algunos
procesos infecciosos reproductivos intrauterinos, como el caso de la ES (7)
El uso de ozono no produce ningun residuo en los alimentos; por su parte,
los antibidticos presentan diferentes grados de absorcion y mayor presencia
de residuo antibiético en la leche y la carne, como consecuencia,

incrementan la resistencia bacteriana (8).

En los sistemas productivos lecheros a pastoreo de la serrania sur
ecuatoriana, en especial del Azuay, no se han establecido estrategias de

14| Pdagina
Byron Mauricio Escanddén Gualpa
Juan Sebastian Espinoza Alvarado



UNIVERSIDAD DE CUENCA
manejo para disminuir los problemas de salud uterina, particularmente los

causados por la endometritis subclinica ni para mejorar el rendimiento
reproductivo y productivo de las vacas en ordefio. El presente trabajo
pretende evaluar la efectividad de la ozonoterapia aplicada en el periodo
postparto temprano para controlar los casos de ES y validar una estrategia
de manejo que permita reducir la incidencia de esta enfermedad aplicando

esta terapia de forma rutinaria en el rebafio de ordefio.

1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo General.
e Evaluar el efecto de la ozonoterapia durante el periodo postparto
temprano sobre la salud uterina y su influencia en la eficiencia

reproductiva de vacas lecheras al pastoreo.

1.1.2. Objetivos Especificos.
e Determinar el porcentaje de endometritis subclinica en las diferentes
ganaderias en las que se realizara el estudio
e Evaluar la efectividad de la ozonoterapia para controlar las endometritis
subclinica mediante la determinacién del porcentaje de células polimorfo
nucleares entre los dias 35 y 42 dias postparto.

e Evaluar el efecto de la ozonoterapia mediante indicadores reproductivos

1.2. Hipétesis.

La aplicacién de ozonoterapia via intrauterina en vacas en etapa postparto temprano
mejora la salud uterina y mejora los parametros de numeros de servicios por

concepcioén y los dias abiertos.
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2. REVISION DE LITERATURA.

2.1. Lareproduccion animal en la actividad ganadera.

En el Ecuador una de las principales limitantes de la produccion bovina de
leche y carne, es el retorno al estro, posparto y la posterior concepcion dentro
de los plazos y pardmetros establecidos. La eficacia reproductiva es uno de los
factores primordiales que contribuyen a obtener éxito econémico de una
explotacion ganadera, ya sea de produccion de leche o carne. Teniendo en
cuenta la tasa de prefiez y sobre todo su distribucion, podemos apreciar su
importante impacto sobre la rentabilidad econdmica de un establecimiento

ganadero (9).

2.2. Parto.

Se conoce como parto al proceso fisiologico en el que un feto viable es
expulsado junto con los fluidos y las membranas fetales fuera del utero
materno. La lutedlisis es un proceso fundamental en el desencadenamiento del
parto, debido a que la gestacion depende de la secrecion de progesterona

proveniente del cuerpo luteo (10)

2.2.1 Fisiologia del parto

Todas las modificaciones endocrinas que se producen durante la gestacion o
prefiez, tienen por objeto el nacimiento de un feto viable, la expulsién de las
membranas fetales, el inicio de la lactogénesis, y por ultimo la involucion
uterina (11)

Para que el parto sea factible y normal, deberan producirse a nivel del aparato
genital, una serie de modificaciones que permitan la expulsion fetal, a saber:
relajacion de la vulva, vagina, cuello uterino y transformacion de un

miometrio en un musculo activo (12).

2.2.2 Etapas del parto
El parto natural se divide en tres etapas: etapa preliminar, etapa de expulsion y
etapa final. La rentabilidad en los sistemas ganaderos puede verse afectada

por la existencia de dificultades al parto, puesto que deterioran la eficiencia
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reproductiva las vacas; también, puede afectarse la sobrevivencia perinatal del

ternero y comprometer su posterior desarrollo (13).

2.2.3 Etapa Preliminar

Esta primera etapa se caracteriza por la dilatacion del cérvix y marca el
comienzo del parto cuando el cuello uterino alcanza un diametro entre 8 y 15
centimetros. Las contracciones uterinas desplazan a la cria conjuntamente con
las membranas fetales hacia cérvix. La membrana corioalantoidea,
comunmente llamada “bolsa de las aguas”, penetra y dilata el cuello uterino. En
éste momento se nota mayor inquietud en el animal, arqueamiento del lomo y
cola extendida. Finalmente, el dolor de las contracciones obliga al animal a
recostarse. La etapa preliminar suele extenderse de 2 a 3 horas en vacasy 4 a

6 horas en novillas primerizas (14).

2.2.4 Etapa de Expulsién

Durante la etapa de expulsion, la cria es forzada y expulsada a través del canal
de parto. Hay que tomar en cuenta que esta etapa dura de 2 a 4 horas en
vacas con varios partos, y de 3 a 6 horas en novillas primerizas. Ademas, si la
cria es muy grande, la etapa puede prolongarse y alcanzar un periodo superior
a 6 horas. Al inicio de la segunda etapa, el cuello cervical esta abierto 3/4
partes, y puede aparecer una porcion de la “bolsa de las aguas” en la parte

exterior de la vagina (15).

2.2.5 Etapa Final

El parto termina cuando se produce la expulsién de la placenta, en bovinos se
produce por efecto de las contracciones. En el caso de existir la certeza de que
no se ha expulsado la placenta en un periodo superior a las 8 horas a partir de
la expulsion de la cria, se debera realizar un tratamiento de antibioterapia. El
siguiente periodo del postparto consiste en la reduccion del tamafio del Utero y

posteriormente, entre 20 y 30 dias, la recuperacién del ciclo astral (14).
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2.2.6 Puerperio

Se define al puerperio como el periodo que inicia con la expulsion de los anexos
fetales y finaliza con la instauracion de una nueva ovulacion con celo visible, en
la cual la prefiez puede ser restablecida (16); (17):

a- Puerperio temprano: desde la eliminacién de las secundinas hasta el dia
noveno, la regresion uterina esta concluida, las barreras defensivas se han
completado.

b- Puerperio clinico: hasta el dia 21 postparto, el Utero involuciona hasta
aproximadamente el tamafio del 6rgano no gravido.

c- Puerperio total: ocurre a las seis semanas postparto, donde las
modificaciones del endometrio causadas por la gestacion ya no existen, se ha

concluido la regeneracion histolégica completa (18).

2.2.7 Puerperio temprano

Abarca el lapso desde el parto hasta que la hipofisis se hace sensible a los
factores liberadores de GnRH, dura de 8 a 16 dias. Durante esta fase, los
ovarios producen muy pequefias cantidades de estrégenos y progesterona. A
esta fase la podriamos definir como la recuperacion del eje Hipotalamo-hipofiso-

ovarico (HHO) al estado pregestacional (19).

2.2.8 Puerperio intermedio
Comprende el periodo que inicia cuando la hipofisis se hace sensible a la
liberacién de GnRH vy finaliza con la primera ovulacién post parto. Su longitud es

muy variable, tal como la primera ovulacién post parto (20).

Las descargas desincronizadas de FSH y LH, con prevalencia de la hormona
Foliculo Estimulante, se mantienen las primeras dos semanas PP, segun razas,
estado corporal, o el tiempo de lactancia; pero, a medida que los niveles
estrogénicos se elevan por movimientos foliculogénicos ovaricos, el sistema
hipotalamo-hipofisario se sensibiliza, como resultado las descargas de LH
cambian en cuanto a su frecuencia y amplitud, se hacen pulsétiles, primero de
baja amplitud, algunas veces hasta presentar celos anovulatorios entre los 25 y
30 dias; o0 a la formacion de un CL de vida media muy corta y posteriormente de

mayor amplitud, hacia el estado preovulatorio (20).
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2.2.9 Puerperio post ovulatorio

Abarca desde la primera ovulacidbn hasta que la involucion uterina esté
completa, puede comprender un periodo de 52 o 56 dias. El intervalo entre el
parto y la completa restauracion uterina es mayor en animales pluriparos que

en primiparas (18).

2.2.10 Involucion uterina

El utero después del parto sufre modificaciones macroscopicas y microscépicas
hasta alcanzar las caracteristicas de un utero no gestante. El proceso se
completa entre 30y 45 dias. El peso y tamafio del Utero posparto disminuyen
rapidamente como consecuencia de la atrofia de las fibras musculares,
necrosis de las carunculas y eliminacion de liquidos. SimultAaneamente, el Utero
reduce su tamafio y el endometrio sufre un proceso regenerativo para estar en

condiciones de albergar un nueva gestacion (21).

El proceso de involucion es favorecido por las contracciones uterinas que
continlan presentandose dentro de las dos primeras semanas posparto. Las
contracciones del miometrio facilitan la eliminacion de fluidos y desechos,
disminuyen la probabilidad de hemorragias al presionar a los vasos sanguineos

y reducen el tamafio del Gtero (15).

Los procesos involutivos del Utero puerperal se pueden agrupar del siguiente
modo (22):

1. Restablecimiento de la forma del cérvix.

2. Disminucién de la luz y del volumen uterino.

3. Involucién caruncular y reparacion endometrial.

4. Ciclo de eliminacién de los loquios.

5. Flora bacteriana, infeccion uterina y mecanismos de defensa

6. Reinicio de la ciclicidad.

2.2.11 Involucién caruncular y regeneracion endometrial

La involucion del utero implica el retorno al estado normal. Esto incluye el
regreso al tamafio original, asi como la recuperacién del endometrio, en vacas
viejas el utero puede no regresar al area pélvica, por lo tanto, el tono que se

determina por palpacion rectal es el indicador mas preciso de la involucion.
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Después de la retencion placentaria, infeccién uterina o ambas, la involucién

del Utero puede retrasarse por varias semanas (23).

2.2.12 Flora bacteriana e infeccion uterina

Antes del parto el Utero es estéril, ya que esta protegido de la contaminacion
bacteriana por la vulva y el cérvix. Durante el parto, esas barreras fisicas son
vulneradas y el Utero queda expuesto a bacterias que se encuentran en el
ambiente, piel y heces, o bacterias que se introducen durante la manipulaciéon
del parto (24).

La enfermedad uterina, por una disfuncion del Gtero y el ovario, afecta en gran
medida a las vacas lecheras después del parto, causando infertilidad, el utero
se contamina durante el parto, pero los mecanismos de defensa tienen la

capacidad de eliminar las infecciones (25).

Otros factores (26) que también predisponen a que ocurra una metritis son:
- Muerte perinatal
- Mellizos
- Prolapso uterino
- Fiebre de la leche
- Lugar del parto
- Higiene y desinfeccion en maniobras obstétricas

2.2.13Mecanismos de defensa

Normalmente el Gtero posee mecanismos de defensa eficaces para controlar y
eliminar la flora bacteriana, como las contracciones uterinas y las secreciones
endometriales que contienen factores antibacterianos como neutrofilos,

linfocitos y macréfagos (20).

Las células blancas de la sangre o leucocitos: macréfagos y los linfocitos, asi
como los neutrdfilos, eosinofilos participan en la proteccion del utero contra las
infecciones. La fagocitosis es efectuada por los polimorfonucleares
(principalmente neutréfilos) y los macréfagos. La llegada de neutrofilos
polimorfonucleares (PMNSs) atraidos por citoquinas como la interleuquina-8 (IL-

8), juega un rol fundamental en la respuesta inmune del Utero debido a que los
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polimorfo nucleares (PMNs) procedentes de la sangre son las principales

células efectoras para eliminar las bacterias del Utero después del parto (27).

La infeccion uterina causa dafio a los tejidos uterinos y endometriales, tales
como aumento e inflamacion del extracto compacto asociado con el
rendimiento reproductivo (27). Luego de una distocia o de una retencion
placentaria la proliferacion bacteriana se incrementa con la proliferacion de
bacterias patdgenas, las retenciones placentarias en general evolucionan hacia
una metritis purulenta (metritis cronica), la flora bacteriana de algunos
patdgenos (Actinomices pyogenes y Fusobacterium spp.) se mantiene elevada
dentro del utero por un periodo indefinido de tiempo, causando una marcada

sub involucion uterina (28).

2.2.14 Reinicio de la actividad y ciclicidad ovarica

Durante la gestacion y después del parto las vacas tienen cambios fisiol6gicos
que desfavorecen el reinicio temprano de la actividad ovarica necesaria para la
manifestacion de estro, la ovulacion y la nueva concepcion y deben restablecer
su equilibrio neuroendocrino antes de que esto suceda. Durante los primeros
tres meses de la gestacion bovina, los ovarios continan desarrollando ondas

foliculares sucesivas con atresia del foliculo (29).

En la primera onda folicular formada después de la concepcién se forma un
foliculo dominante de diametro similar a un foliculo ovulatorio, pero los foliculos
dominantes de ondas sucesivas disminuyen su diametro, acercandose cada

vez mas al diametro de los foliculos subordinados (30).

Durante el ultimo tercio de la gestacion continda el crecimiento de foliculos
antrales, pero estos no alcanzan el estado de madurez. Los niveles altos de
progesterona y el gran aumento en la concentracidn sérica de estrogenos
placentarios actlan sobre el hipotalamo mediante una retroalimentacion
negativa prolongada que disminuye la sintesis de hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) y sus reservas hipotalamicas a niveles tan bajos, que
la cantidad disponible para ser liberada es insuficiente para estimular

normalmente la funcion gonadotropica hipofisiaria (29).
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Como consecuencia de esta insuficiencia y carencia de estimulo se reduce la

actividad y el volumen de los gonadotropos y se disminuye el nivel basal de
hormona foliculoestimulante (FSH) y de hormona luteinizante (LH), hasta
hacerlas insuficientes para estimular el crecimiento y la maduracién folicular
(30).

Después del parto las vacas tienen cambios fisiolégicos importantes
que conducen a la involucién uterina, la reanudaciéon de la secrecion pulsatil de
gonadotropinas hipofisiarias, el restablecimiento del desarrollo de ondas
foliculares, la manifestacion del estro y la ovulacion. La remocion de la unidad
fetoplacentaria es acompafnada de un descenso dramatico en la concentracion
de progesterona y de estradiol en la circulacién, de manera que se termina el
efecto de retroalimentacion negativa prolongada y como consecuencia el eje

hipotalamo-hipofisis-génadas inicia su recuperacion (31).

La primera fase de recuperacion se puede iniciar desde la primera semana
postparto en vacas que han tenido parto normal, se nutren equilibradamente y
poseen una buena condicion corporal; sin embargo, se retrasa en las vacas
gue han presentado distocia, retencion de placenta, enfermedades metabdlicas
peripartales y desbalances nutricionales. Esta fase se caracteriza por la
liberacién de pulsos de baja frecuencia (un pulso cada 4 a 8 horas) de GnRH
a la circulacion (30).

Durante las primeras semanas del periodo postparto aparentemente no
existen limitaciones del desarrollo folicular a causa de una deficiencia de FSH,
pero si de LH, especialmente en vacas tipo carne que amamantan
permanentemente y en vacas lecheras con BEN. La liberacion de pulsos de
GnRH con baja frecuencia estimula la sintesis y liberacion de FSH desde la
primera semana postparto con el objetivo de favorecer el reclutamiento
temprano de porta-hipofisiaria. La frecuencia de liberacion de GnRH cambia
bajo varias condiciones fisiolégicas y las variaciones en la frecuencia de
liberacién de pulsos de GnRH regula diferencialmente la secrecién de FSH y de

LH y la expresion de genes para las subunidades (LH y FSH in vivo) (30).

En algunas vacas que han tenido parto normal y se encuentran en excelente

estado nutricional y sanitario se puede producir la maduracién final y la
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ovulacion  del foliculo dominante de la primera cohorte, es por esto que

muestran signos de estro a la segunda o tercera semana postparto. No
obstante, esta no es la norma; al contrario, es mucho mas frecuente encontrar
vacas que no presentan estro durante el postparto temprano, llegando a

permanecer varios meses en anestro (31).

El aumento paulatino de la frecuencia de liberacion de pulsos de GnRH
estimula lentamente la maquinaria sintetizadora de las subunidades 'y asi la
LH se va acumulando progresivamente en forma de granulos
intracitoplasmaticos. Puesto que durante el postparto temprano la velocidad de
sintesis de LH es baja, los primeros pulsos liberados no tienen la suficiente
magnitud para inducir la maduracion folicular y la ovulacion. Cuando la cantidad
de LH almacenada llegue al nivel normal y el hipotdlamo libere pulsos altos y
frecuentes de GnRH, la hipofisis pondréa en circulacion una alta cantidad (en
forma de pico) de LH que estimula la maduracion final del foliculo y la ovulacién
(31).

2.3. Enfermedades uterinas

Las enfermedades uterinas en el periodo posparto comprometen seriamente la
eficiencia reproductiva. La clasificacidn realizada hace pocos afios por Sheldon
et al. (2006) permite diagnosticarlas con mayor facilidad segun el tiempo
transcurrido desde el parto hasta su deteccion y diagnostico. De acuerdo con
esta clasificacion es posible denominar como metritis puerperal a aquella que
aparece entre los dias 4 a 10 posparto; endometritis clinica y la pibmetra
cuando se presenta a partir del dia 14 posparto y endometritis subclinica
cuando ocurre en cualquier momento posterior a la culminacion histologica de
la involucion uterina (en general mas alla de las 5 a 6 semanas del posparto)
(22).

Las metritis puerperales agudas ocurren generalmente en la etapa de mayor
vulnerabilidad uterina, fundamentalmente por la poca concentracién de 17B
estradiol existente. Cuanto mayor es el tiempo de recuperacion en esta etapa,
mayores son los riesgos de infecciones puerperales, pues al ser los estrogenos

los esteroides que mas contribuyen a elevar las defensas a nivel endometrial,

23 |Pagina
Byron Mauricio Escanddén Gualpa
Juan Sebastian Espinoza Alvarado



UNIVERSIDAD DE CUENCA
cualquier prolongacion en la recuperacion del ciclo sexual, puede conducir a

trastornos ocasionalmente graves (32).

El mecanismo encargado de la eliminacién de las bacterias del Utero es la
fagocitosis y la muerte por leucocitos que migran. Aunque la persistencia de las
contracciones uterinas, la eliminacion del tejido caruncular y las secreciones

uterinas cooperan también con la expulsion fisica de las bacterias (33)

Se encontr6 que alrededor de dos dias después de producirse el parto, el
sistema de defensa es estimulado por los microorganismos invasores y que la
flora normal actia como una defensa primaria del hospedador pues el utero
saludable de la vaca es capaz de controlar rapidamente la invasién bacteriana
durante el puerperio; para ello recurre a la infiltracion leucocitaria, la hiperemia

y la relajacion del cuello uterino (34).

2.3.1 Clasificacion de las enfermedades uterinas

Debido a la existencia de una diferencia sustancial en la terminologia de las
enfermedades uterinas causadas por complicaciones de involucién es comun la
presencia de confusiones. Sheldon et al. (2006) propusieron los siguientes
términos para un uso uniforme de la terminologia relacionada con esta
problemética. La terminologia incluye: metritis puerperal, endometritis clinica,

piometra y endometritis sub clinica (35).

2.3.2 Complicaciones uterinas del puerperio temprano

Metritis puerperal. La metritis puerperal es la complicacion bacteriana que se
presenta durante el puerperio temprano, se observa en las primeras dos
semanas después del parto (generalmente en los dias 4-10 posparto) y se
caracteriza por: - un abundante exudado maloliente, marrén-rojizo, acuoso
(p.ej. putrido) con algunos detritos necroticos en el Utero y una pared uterina
delgada en la primera mitad de este periodo; o - una cantidad limitada de
exudado uterino maloliente y purulento, y una pared uterina engrosada
(edematosa) algunos dias mas tarde. Pueden o0 no presentarse signos

sistéemicos de enfermedad (depresion, postracion) incluyendo pirexia (36); (37).

Patologia. Desde el punto de vista patoldgico, la metritis puerperal es una
enfermedad inflamatoria putrida aguda ocasionada por la infeccion bacteriana
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masiva del Gtero. Los procesos degenerativos e infiltrativos conducen a un

dafio excesivo del epitelio luminal y glandular (a pesar de que actualmente no
existen datos publicados que muestren la tasa de células endometriales
necroticas a apoptéticas), y se pueden extender a todo el espesor de la pared
uterina, ocasionalmente también a la serosa (perimetritis) y ligamentos

suspensorios (parametritis) (22).

Signos. En la metritis puerperal, la consistencia viscosa de los loquios
normales cambia a un exudado maloliente, acuoso y marrén-rojizo, la cantidad
puede incrementarse y acompafarse de una pared uterina delgada puesto que

el Utero aténico no es capaz de eliminar su contenido (38).

En algunos casos, la pared uterina puede ser ligeramente gruesa por edema
resultante de un proceso inflamatorio con una cantidad menor de contenido
patrido anormal, casi todas las capas de la pared uterina muestran signos
inflamatorios agudos asociados con degeneracién del tejido endometrial y
miometrial. Sin embargo, el signo mas importante, més alla de la cantidad de
descarga, es el olor pestilente del contenido uterino acumulado (39)

Diagndstico. El diagnostico de metritis puerperal es normalmente directo y se
obtiene en base a los signos clinicos. El tiempo transcurrido desde el parto y
una descarga uterina maloliente, acuosa, marrén-rojiza, con o sin signos

sistémicos, es suficiente para el diagnostico (40).

2.3.3 Complicaciones uterinas del estadio de involucion intermedio a
tardio

Endometritis clinica, piometra. La endometritis clinica ocurre a partir de la
tercera semana postparto (luego del dia 14 p.p.) y se caracteriza por la
presencia de un contenido anormal (mucopurulento o purulento) en la cavidad
uterina y el mismo tipo de descarga hacia la vagina a través del cérvix que
todavia se encuentra abierto. La pidmetra bovina es una enfermedad
inflamatoria intimamente relacionada con la reactivacion sexual posparto pues
se desarrolla después de la primera ovulacion en presencia de un tejido luteal

activo (frecuentemente persistente), usualmente desde el dia 20-21 (35).
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Patologia. En la endometritis, s6lo el endometrio presenta inflamacion; la

afeccion no se extiende méas alld del estrato esponjoso. Este proceso
superficial estd caracterizado por cambios degenerativos en el epitelio
superficial, congestion vascular con edema de estroma y migracion de
granulocitos neutréfilos y otras células inflamatorias (linfocitos, células

plasmaticas) dentro del endometrio y de la cavidad uterina (41); (42).

Durante el periodo puerperal el Gtero de la mayoria de las vacas se encuentra
contaminado y quizas en el 90% se desarrolla una forma leve no patologica de
endometritis. En la mayoria de las vacas los mecanismos de defensa
antimicrobianos locales pueden eliminar los patdégenos, y esta forma leve no

patolégica de endometritis se resuelve en unos pocos dias (42).

Sin embargo, cuando a continuacibn de una recuperacidon incompleta de
metritis puerperal, el itero se mantiene infectado con A. pyogenes y anaerobios
GN obligados (F. necrophorum, Prevotella y Bacteroides ssp.) o re infectado
con patdgenos provenientes del ambiente, se puede desarrollar una
endometritis clinica (43).

Cuando la endometritis clinica se presenta después de la primera ovulacion, es
probable el desarrollo de piometra de forma simultanea a la formacion de tejido
luteal como resultado del cierre del cérvix regulado por la progesterona. En
estas vacas el exudado (muco) purulento se acumula en el Utero;
concomitantemente, el cuerpo lateo (CL) puede persistir; no obstante, se
mantiene limitado a la liberacion local de los productos inflamatorios, y/o su
absorcion desde el utero (42).

Signos. Existe al menos una pequeia cantidad de descarga cervical (muco
purulenta), a pesar de que esto no siempre se observe en animales que se
encuentran de pie. No aparecen signos sistémicos y, en la mayoria de los

casos, la produccién de leche también es normal (28).

El diagnostico de pidmetra por palpacion rectal y/o ecografia transrectal
(ultrasonografia, US) se basa en los signos bien definidos de Utero agrandado,
mayor volumen de contenido uterino acumulado, cérvix cerrado (p.ej. sin
descarga visible) y un CL en el ovario (22); (44).
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2.3.4 Complicaciones uterinas del periodo de servicio

Endometritis sub clinica. La endometritis subclinica, recientemente definida,
se produce en cualquier momento posterior a la culminacién histologica de la
involucion uterina (p.ej. en y luego de la semana 8), y se caracteriza por un
endometrio infiltrado extensivamente con granulocitos neutréfilos, que pueden
ser reconocidos s6lo mediante un examen citolégico del endometrio. No existe
0 existe s6lo una minima cantidad de exudado acumulado en el Gtero, dando
como resultado una completa falta de descarga cervical con propiedades

patognomonicas (45).

Patologia. La endometritis sub clinica es un proceso inflamatorio crénico no
manifiesto del endometrio, con una proporcidn relativamente alta de leucocitos
PMN en el atero, la cual altera la fertiidad de las vacas afectadas. La
proporcion de células PMN considerada como “relativamente alta” depende de

la técnica de muestreo asi como del tiempo desde el parto (21).

2.3.5 Métodos diagndsticos de las endometritis
Se pueden utilizar distintos métodos para el diagnostico de endometritis. (45);
(46).

Palpacion rectal: Durante la palpacion del tracto reproductivo se deberan
evaluar los siguientes hallazgos clinicos, tomando en cuenta la edad de la vaca
y la cantidad de partos.

e Diametro cervical (<5 cm, de 5 a 7.5 cm >7.5 cm) y su ubicacién con
respecto a la cavidad pelviana.

e Ubicacion del atero (en la pelvis, o un poco mas alla del borde pélvico
pero completamente palpable después de la retraccién, o pasando el
borde pélvico y no palpable en toda su superficie).

e Cuernos uterinos simétricos (si / no).

e Diametro del cuerno uterino mas grande (en cm).

e Grosor de la pared uterina (gruesa / fina).

e Contenido uterino (si / no) presencia de fluctuacion.

e Estructuras ovéricas (cuerpo luteo, foliculo, quistes “con un diametro

2.5 cm).
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Vaginoscopia: Existen vaginoscopios de diferentes modelos, el mas

interesante (en opinion del autor) es el modelo Minitub® (Varikon Ref.No.
17064/0380) que permite la utilizacion de camisas sanitarias entre vaca y vaca
(22).

La observacion del orificio cervical externo, permite inspeccionar:
- Grado de dilatacion o relajacion.

- Presencia de flujo (si / no).

- Caracteristicas del flujo.

- Presencia de lesiones.

- Cantidad y caracteristicas del moco:

0 - moco claro y traslucido.

1 - moco con fléculos de pus.

2 - <50 ml de exudado conteniendo un <50% de material muco purulento.
3 - >50 ml de exudado formado por material purulento.

- Evaluacion del olor:

0 - normal a carne fresca.

1 - fétido.

La presencia de olor en el moco vaginal entre los dias 21 y 28 post parto refleja
una gran carga bacteriana intrauterina. Material vaginal muco purulento o
purulento y con olor fétido se debe asociar a un gran crecimiento de bacterias
no oportunistas en el Utero (22).

Palpacion vaginal: el método consiste en explorar por via vaginal, previa
limpieza completa con papel del tipo cocina limpio y seco de la zona perineal,
introducir la mano con un guante descartable por vulva y explorar hasta el
fondo de vagina; se palpan las paredes laterales, techo y piso de vagina, el
orificio cervical externo y se extrae moco para poder analizarlo. Del mismo

modo se evalua el color, proporcion, volumen, caracteristicas y olor (47).

Ecografia: La relacion entre la estimacion de las medidas del cuerno uterino y
los dias pos parto permite una evaluacién a tiempo real. Se puede calcular el
area de los cuernos uterinos y del cérvix en los diferentes estadios del

puerperio, analizar las imagenes que se presentan del contenido, si existiese;
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las imagenes ovaricas y de los foliculos (tamafio) y la presencia o ausencia de

un cuerpo lateo (48).

Citologia endometrial (CE): Es un método utilizado principalmente para
determinar las endometritis sub clinicas, pero que puede ser utilizado, con sus

limitaciones, para evaluar la defensa uterina (49).

La metodologia consiste en realizar limpieza de la zona perineal y
especialmente vaginal con solucién yodada y papel industrial, introduccion del
cytobrush hasta el lumen uterino, extraccion del cepillo del tubo de acero
protector, rotar sobre la pared del cuerno de mayor tamafo, volver a cubrir con
el tubo protector, extraer de la vaca y hacer un frotis sobre un porta limpio y
desengrasado; colorear con Giemsa o Tincién 15 (Biopur, Argentina). Observar
en el microscopio Optico 400X (49).

Se considera la muestra (endometritis subclinica) cuando:
- Entre 20-33 dias, PP>18% de polimorfos nucleares.
- Entre 34-47 dias, PP>10% de polimorfos nucleares.

- Entre 40-60 dias, PP>5% de polimorfos nucleares.

Los puntos de corte encontrados por Madoz et al. (2012) y De La Sota (2014)
en vacas en pastoreo, consideraron a los animales positivos cuando (46), (49):
- Entre 21-33 dias, PP>8% de polimorfos nucleares.

- Entre 34-47 dias, PP>6% de polimorfos nucleares.

- Entre 40-60 dias, PP>4% de polimorfos nucleares.

Este método es efectivo para el diagnostico de las endometritis sub clinicas, asi
COmo Su uso es interesante en vacas repetidoras para un diagndéstico de
presencia de anidaciones bacterianas; una de las causas de repeticion. Es
importante determinar si el Utero estd infectado e instaurar un tratamiento
precoz con el fin de asegurar una reduccién del intervalo parto-gestacion y asi

lograr una lactancia y un ternero por afio (50).

La sensibilidad de cada uno de los métodos descritos para el diagnostico de
endometritis es (51):

- Palpacion rectal: 22% de sensibilidad.

- Vaginoscopia: 60-80% de sensibilidad.
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- Palpacién vaginal: 60-80% de sensibilidad.

- Metricheck: 60-80% de sensibilidad.
- Ultrasonografia: 94% de sensibilidad.
- Citologia: 95% de sensibilidad.

2.4. Ozonoterapia como tratamiento alterno de la endometritis subclinica:

Las patologias puerperales son una causa directa de la atencion incorrecta del
animal en situaciones estresantes como el parto y el inicio de la lactancia, con
problemas de desbalance en el sistema inmunitario. Es importante la existencia
de un criterio comun para el diagnéstico y la implementacion de medidas
correctivas para reducir patologias uterinas dentro de los establecimientos
lecheros y asegurar que las vacas tengan un puerperio normal y que regresen

a un estado pre gestacional lo antes posible (52).

Se han intentado varios tratamientos basados normalmente en dos regimenes
diferentes: - infusiones intrauterinas de antibidticos Oxitetraciclina, Penicilina-
Estreptomicina, y antibiéticos por via sistémica (Ceftiofur; Oxitetraciclina) o la

inyeccioén intramuscular de prostaglandina F2a (22).

Como consecuencia de los problemas causados por la ES y la importancia
econémica que representa, en los Ultimos afios se ha utilizado terapias

alternativas, como la ozonoterapia (53).

2.4.1 El ozono para uso medicinal

El ozono es una forma alotrépica del oxigeno (con propiedades fisicas
particulares) que participa en el equilibrio ecoldgico de la tierra, pues absorbe la
mayor parte de las radiaciones ultravioletas provenientes del sol, impidiéndoles
alcanzar directamente la superficie terrestre. Se puede decir que el ozono es el
oxigeno transformado por un aporte de energia. Las moléculas de ozono estan

compuestas de tres atomos de oxigeno; férmula quimica O3 (54).

El ozono para uso medicinal es una mezcla de oxigeno, que se logra por el
paso de oxigeno puro por una descarga eléctrica de alto voltaje y alta
frecuencia. Esta reaccidon quimica, realizada por un equipo especial de

electromedicina, produce un gas con distintas concentraciones de o0zono,
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acorde a la patologia y el tratamiento. El gas al entrar en contacto con el

organismo produce cambios quimicos terapéuticos (55); (56).

La accion bactericida, fungicida y viricida se da por la capacidad de asepsia
propia del ozono. Su accion viricida se establece a nivel del ciclo reproductivo
del virus interfiriendo su paso a nivel intracelular como consecuencia del poder
oxidante del ozono. La ozonoterapia es una técnica que consiste en la
utilizacion de gas ozono como elemento catalizador. Este oxigeno modificado,
denominado ozono fue y continua siendo empleado en tratamientos

alternativos (57).

2.4.2 Mecanismo de accion del ozono

La potente accion desinfectante local, antiviral y anti bacteriana sistémica, son
responsables de una mayor accion bactericida, fungicida y de inactivacion viral,
que resulta de la oxidacion de los microorganismos. El mecanismo antiséptico
es similar al que el organismo usa normalmente con la participacion de los
leucocitos encargados de la fagocitosis bacteriana, de una molécula con
propiedades oxidantes, parecida a la del O3 (55); (57).

2.4.3 Vias de aplicaciéon y dosificacion
La ozonoterapia promueve la aplicacion de ozono medicinal (O3) con un
objetivo terapéutico. La ozonoterapia esta difundida y estudiada en la medicina
humana, aunque solamente en los Ultimos afios ha sido participe de estudios
en medicina veterinaria (58)
Existen concentraciones placebo, terapéuticas y toxicas del Ozono, de acuerdo
a la literatura se ha comprobado que concentraciones de 5-10 pg/ml y alin mas
pequefias ejercen efectos terapéuticos con un amplio margen de seguridad de
tal manera las concentraciones terapéuticas aceptadas van de 5 a 60 pg/ml.
Este rango incluye tanto técnicas de aplicacion local como sistémica. Las
dosificaciones del Ozono con efecto terapéutico se clasifican de acuerdo al
mecanismo de accion en (59).

a. Dosis bajas: tienen un efecto inmunomodulador, principalmente

utilizadas en enfermedades con depresion del sistema inmunoldégico.
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b. Dosis medias: son inmunomoduladoras, ademas de estimular el sistema

enzimatico de defensas antioxidante y en enfermedades cronico
degenerativas.
c. Dosis altas: Se emplean principalmente en el tratamiento de ulceras y

heridas infectadas.
El Ozono puede administrarse por cualquier via parenteral o topica,
exceptuando la via de inhalacion; debido al dafio que se produce en el epitelio
por el grado de irritacion que llega a causar al ser inhalado. Las vias de
aplicacion pueden usarse solas o en combinacion, con la finalidad de ejercer un
efecto sinérgico (59).
2.4.4 La ozonoterapia intrauterina en bovinos
Tratamiento intrauterino en metritis y retencion de membranas fetales en la
vaca: el ozono se emple6 para el tratamiento de metritis puerperal séptica
(MPS), agregado a Sustancia Salina (SSF), por via intrauterina, demostrando
que las terapias alternativas son menos agresivas con los tejidos uterinos,
favoreciendo la recuperacion de la funcion reproductiva mas rapida que con
antibiéticos. Adicionalmente, no crea resistencias, no es residual y no es

agresivo con los tejidos (60)

Las ventajas del ozono en comparacion con los antibiéticos son: la posibilidad
de uso sin receta, los bajos costos de la medicacion, la falta de resistencia
bacteriana y la ausencia de residuos en los productos de origen animal. Sin
embargo, el ozono se utiliza con poca frecuencia, es aun insuficiente en la

practica veterinaria (61).

2.4.5 Efecto de la ozonoterapia sobre indicadores reproductivos

La ozonoterapia como medicina alternativa, es utilizada en tratamientos de
mastitis y otros procesos infecciosos reproductivos intrauterinos (endometritis,
metritis, etc.) (62).

El Ozono tiene propiedades desinfectantes, antivirales, y antibacterianas
sistémicas; mejora el metabolismo celular, aumenta el numero de globulos
rojos, oxigena mejor la sangre y aumenta la presion arterial, de esta manera la
sangre alcanza mas eficazmente las partes afectadas y ejerce un efecto

positivo sobre los tejidos (63).
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Recientemente se han exhibido resultados muy prometedores en el tratamiento

de los trastornos puerperales en vacas, cabras y ovejas como una alternativa al
uso de antibioticos, que estan restringidos y / o0 se retiran gradualmente en la

produccion de animales alimenticios (61).

La ozonoterapia es una técnica que consiste en la aplicacion de gas ozono
como elemento catalizador, es empleado en tratamientos alternativos para
contrarrestar procesos infecciosos, pues actia mejorando la activacion del
sistema inmune, mejorando la circulacibn sanguinea pues aumenta la
elasticidad de los gldbulos rojos, favoreciendo la llegada del oxigeno a los
tejidos y con ello una recuperacion de la funcion reproductiva méas rapida (64).

Se considera que el ozono es el desinfectante de mayor eficiencia microbicida
y requiere tiempos de contacto bastante cortos. Primeramente, es necesario
que el ozono, como cualquier otro gas, se disuelva (diez veces mas soluble que
el oxigeno) en el agua del plasma, en los fluidos extracelulares, en la fina capa
de agua que cubre la piel o en las mucosas del intestino, vagina, utero, entre
otras (65).

El ozono destruye las bacterias como consecuencia de la ruptura de la
membrana celular. Este proceso, conocido como destruccién de células por
lisina, produce la dispersién del citoplasma celular en el agua; los lipidos
insaturados son los componentes mayoritarios de la membrana citoplasmatica
gue poseen las bacterias, el ozono ataca los enlaces olefinicos y da lugar a la

formacion de un ozénido (64).

Esta accion inicia la destruccion de la capacidad de funcionamiento de la célula
y puede ser suficiente para causar la muerte de células mas débiles. El
ozoénido tiene alto potencial de oxidacién, es inestable, y ejerce su propia
accion de desinfeccion atacando enzimas, grupos sulfhidrilo o aldehidos,
liberando compuestos peroxiles, que son también desinfectantes, todo esto
conduce, como mencionamos anteriormente, a la dispersion del citoplasma y

por consiguiente a la muerte del microorganismo (64).

En medicina veterinaria, el ozono es empleado en terapias para el tratamiento

de numerosas enfermedades especificas (endometritis, mastitis, etc.) En vacas
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el ozono se emplea para el tratamiento de metritis puerperal séptica (MPS),

agregado a Sustancia Salina (SSF), por via intrauterina, demostrando que
estas terapias alternativas se presentan menos agresivas a los tejidos
uterinos, favoreciendo la recuperacion de la funcion reproductiva mas rapida
que los antibiéticos. En adicidén, no crea resistencias, no es residual y no es

agresivo con los tejidos (64).

Ademas, incrementa la produccion lactea (de un 5 a 30%). La leche de los
cuartos sanos y de la vaca con metritis tratada con ozono puede ser utilizada
inmediatamente para produccién industrial y nutricional; del mismo modo con la
carne. Siempre trabaja rapido, por lo general, con un tratamiento se puede

curar la inflamacidn intrauterina y evitar la creacion de resistencia (20).

Asi mismo, se utiliza para aplicaciones en las crias de animales, como
resultado presenta: limitacion de emanaciones amoniacales, mayor
oxigenacion, mejor digestion, mayor rendimiento de la alimentacion,
disminucién de la mortandad por enfermedades de tipo bacterioldgico,
disminucién del estrés del animal, desodorizacion de locales y mejor asepsia

de locales de cria (62).

2.4.6 Efecto de la ozonoterapia sobre el intervalo de dias abiertos.

Intervalo Parto-Primer Servicio pone en evidencia el tiempo transcurrido desde
el parto hasta la primera inseminacion o cubricién. Su calculo se refleja como la
suma de los dias al primer servicio de todas las vacas en un periodo
determinado entre el nimero de animales servidos por primera vez en ese

mismo periodo (66).

Intervalo de Dias Abiertos es el tiempo transcurrido entre el parto y la cubricién
fecundante o inseminacion positiva; se calcula al realizar la sumatoria de los
dias abiertos de las vacas prefiadas en el hato dividido para el nUmero total de
vacas prefiadas. Es necesario el inmediato reinicio de la actividad ovarica post-
parto, pues facilita la probabilidad de que el animal presente un intervalo corto
entre el parto y la concepcion; no obstante, esta etapa puede verse afectada
por las enfermedades perinatales (66).
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El ozono puede ser una terapia efectiva y una alternativa para la mejoria en la

fertilidad de las vacas que presentan enfermedades perinatales, interrumpe la
membrana celular de los microorganismos y se difunde a través de la capa de
proteina de la acido nucleico de los virus, se aplica en las vacas que sufren de

metritis y endometritis (67).

Los microorganismos susceptibles al Ozono son: aerdbicos y anaerdbicos
como: Campylobacter, Clostridium, E.Coli, Klebsiella, Mycobacterium,
Pseudomonas, Salmonellas, Staphylococcus y Streptococcus. Algunos virus
susceptibles son: Herpesviris y micosis producidas por Aspergillus y Candida
(59).

Una vez revisado el estado del arte sobre el uso de la ozonoterapia, es factible
incluir esta técnica en la aplicacion postparto cuando el objetivo es un avance
significativo del periodo de involucion uterina y reinicio de la actividad ovarica.
Si a la ozonoterapia se le acompafa de otros productos como el gel de Aloe se

infiere una mejoria en los pardmetros reproductivos del ganado bovino (68).
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3. Materiales y Métodos.

3.1. Materiales:

Tabla 1. Materiales

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Materiales

Fisicos

Quimicos

Biologicos

Computadora
Botas

Overol

Mandil

Cémara fotografica
Equipo ozonificador
Tangue de oxigeno.

Guantes Nitrilo

Guantes de
chequeo
ginecolodgico

Sogas

Baldes

Toallas desechables
Sustancias
Jabonosas
Pistola
inseminacién
artificial

Cito cepillos para
citologias
endometriales
Pipetas

Microscopio

Porta objetos
Gradilla para tincion.
Ecografo.

de

Oxigeno medicinal

Gel
(carboximetilcelulosa)

Alcohol 70%

Solucién bidestilada
estéril

Tincién Wright.

Soluciéon tampén pH
7,2.

Aceite de inmersion

e 80
Holstein
Friesian
mestizas

vacas
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3.2Métodos.

3.2.1 Ubicacion del proyecto:

Esta investigacion se realiz6 en 4 haciendas de la provincia del Azuay, Canton
Cuenca, parroquias Tarqui y Victoria de Portete con iguales condiciones
agroclimaticas. Las haciendas corresponden a unidades productivas lecheras

con similares condiciones de manejo y alimentacion:

Haciendas de la parroquia Victoria del Portete: Granja IRQUIS (Universidad de
Cuenca, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, LOS ALAMOS
(Corporacion lechera LACTOVEL)) se encuentran ubicadas entre el km 23 de
la via Cuenca— Girén, en la parroquia Victoria del Portete (Figura 1.); a una
altitud promedio de 2624 msnm, con un clima templado frio, temperatura
promedio de 14°C y una precipitacién anual de 639 mm (Figura 2).
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Figura 1. Ubicacion de las haciendas del sector Victoria del Portete.

Elaboracion: Los autores
Fuente: (69).
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Figura 2. Condiciones agroclimaticas en Victoria del Portete.

Elaboracion: Los autores
Fuente: (70).

Haciendas de la parroquia Tarqui: La Estancia (Propietario Sr. William Granda)
y Santa Lucrecia (La Europea); predios que se encuentran ubicadas entre el
km 13 de la via Cuenca— Giron, a la altura de la parroquia Tarqui (Figura 3), a
una altitud promedio 2618 msnm, el clima es templado frio con una
temperatura promedio de 14°C y con una precipitacion anual de 677 mm

(figura 4).
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Figura 3. Grafico N°3. Ubicacion de las haciendas del sector Tarqui

Elaboracion: Los autores
Fuente: (69).
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Figura 4.Condiciones agroclimaticas en Tarqui.

Elaboracion: Los autores
Fuente: (70).

3.2.2 Unidades experimentales:

Esta investigacion incluyé un total de 80 vacas Holstein Friesian mestizas
multiparas, con una condicién corporal entre 2,5 a 3 segun la clasificacion (1-5)
de NIRD (National Institute of Research in Dairying) (71), que se encuentran en
las mismas condiciones de alimentacibn y manejo; fueron clasificadas
aleatoriamente en 2 grupos experimentales. Al primer grupo (n=40) se le
administré por via intrauterina 50 ml de solucion bidestilada estéril ozonificada
(GOz) en una dosis de 50 pg/ml. ElI segundo grupo (n=40) no recibid
tratamiento alguno y fue destinado a actuar como grupo control (GC).

Para evaluar la salud uterina en cada grupo se practicé dos citologias
endometriales por vaca (unidad experimental) de acuerdo a la técnica de
Madoz (2012) (72), entre los 35 a 42 dias post parto, se realizé conteo de
células PMN (%), y se evalu6 el efecto del tratamiento de accion local con

ozono.
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Para la interpretacion del estado de salud uterina una vez emitidos los

resultados del laboratorio se utilizé los puntos de corte encontrados en vacas
en sistemas lecheros bajo pastoreo descritas por Madoz et al. (2012) y de la
Sota (2014) considerando a los animales positivos a ES cuando:

-Entre los 34 a 47 dias, exista mayor o igual a 6% de PMNSs.

Ademas, en ambos grupos se evaluo el nimero de servicios por concepcion y
los dias abiertos (DAB - dias). Fueron excluidas de la investigacion las vacas
que presentaron enfermedades metabdlicas (fiebre de leche, cetosis), retencidén
de membranas fetales, que no expulsen la placenta posterior a las 48 horas del
parto, partos distécicos, enfermedades infecciosas o clinicamente enfermas

gue hayan recibido un tratamiento antibiético sistémico.

Conforme los grupos asignados de manera aleatoria GOz y GC se aplicé la
siguiente metodologia:

3.2.3 Muestreo citoldgico por Cytobrush:

Para la obtenciébn de las muestras se practicO una citologia endometrial
(Cytobrush) técnica descrita por Madoz (2012) (72), utilizada para vacas al
pastoreo. Con la vaca inmovilizada se procediéo a la limpieza de la region
perianal y la vulva con solucion yodada (4%) y toallas de papel absorbente.
Posteriormente, se introdujo por la vulva una pistola de inseminacion artificial
adaptada para colocar el citocepillo, cubierto con una vaina de inseminacion y
protegido con una camisa higiénica, guiado manualmente por palpacion rectal a
través de la vagina hasta llegar a la entrada del cérvix. Una vez ubicado en la
entrada al cérvix se rompe la camisa higiénica y la pistola pasa el cuello del
Gtero con maniobras rectales; cuando el cuerpo del Utero donde se expone el
citocepillo ha sido alcanzado, se realiza un giro en el sentido de las manecillas
de reloj sobre el mucosa uterina (endometrio), luego se reincorpora el
citocepillo dentro de la pistola de inseminacion y se extrae la pistola de
inseminacién del utero; finalmente, se corta la punta de la vaina de

inseminacion para exponer el citocepillo (73) (74).
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A continuacion se procedi6 a realizar un frotis rotando el citocepillo impregnado

de mucosa endometrial sobre un porta objetos, se esper6 un minuto y se
procedi6 al secado y almacenado, Las muestras fueron transportadas al
laboratorio de Biotecnologia de la Escuela de Medicina Veterinaria, de la
Universidad de Cuenca (Granja Irquis) en un tiempo maximo de 48 horas para
la evaluacion en el laboratorio. Se prepar6 dos placas de citologia endometrial

por cada vaca (4)

3.2.4 Aplicacion de Ozonoterapia (O3):

Posterior a la citologia endometrial (Cytobrush) se aplic6é un tratamiento
alternativo de accion local inmediata intrauterina a base de 50 ml de solucion
de agua bidestilada estéril ozonificada (SBO) en una dosis Unica de 50 pg/ml
via intrauterina. Preparacion que se realizé valiéndose de un ozonificador
calibrado para lograr la dosis mencionada, se introdujo un catéter de
inseminacién junto a la pistola de inseminacion artificial via vulva pasando
vagina y entrada cervical hasta llegar al cuerpo del utero. Ahi se retira la pistola
de inseminacion, dejando la vaina de inseminacion fijada en Gtero por esta via
se administré 50 ml de agua bidestilada ozonificada. Luego de aplicada la
dosis, se retird la vaina y se esper6 72 horas para evaluar el efecto del ozono.

3.2.5 Segunda evaluacion endometrial de PMN:

A las 72 horas del tratamiento se practicé una segunda citologia endometrial
(cytobrush) para los dos grupos GOz y GC, y se evalué el conteo de células
PMN (GC), de ahi la determinacion del efecto del ozono (O3) por conteo de

PMN (GOZ), se utilizé la técnica de Madoz descrita anteriormente (72).

3.2.6 Lectura de muestras citoldgicas en laboratorio:

Las placas porta objetos fueron sometidas a un proceso de tincién para valorar
Polimorfonucleares, los pasos son los siguientes (75):

1. Colocar las placas sobre el puente de tinciéon y afadir el colorante de Wright
con ayuda de una pipeta pasteur; 2. Dejar actuar un minuto, escurrir y enjuagar
con solucion tampon (Ph 7.2); 3. Colocar las placas en posicion vertical hasta
que escurra y se sequen; 4. En un tubo de ensayo preparar 0,5ml de Wright,
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con 0,5ml de solucién tampdn, por placa; 5. Aplicar la mezcla sobre la muestra

y dejar actuar por 3-5 minutos; 6. Escurrir el exceso de colorante y enjuagar
con agua destilada; 7. Lavar de nuevo con solucién tampoén; 8. Dejar escurrir y

secar otra vez en posicion vertical; 9. Observar en el microscopio.

Para llegar a la evaluacion citolégica del contaje PMN (%) las placas fueron
evaluadas contando cien células existentes en diferentes campos, elegidos al
azar, utilizando el aumento de 100x y 40x (Olympus, Mod: CX31RBSFA), y de
esas 100 células se contabilizo la cantidad de polimorfo mononucleares (PMN)
y se expreso en porcentaje. Se consideraron vacas con endometritis subclinica
aguellas que presentaron 26% de células PMN en las muestras de citologia

endometrial obtenidas entre los 35 — 42 dpp (76).

3.2.7 Evaluacion de indicadores reproductivos intervalo parto primer
servicio (IPPS), Numero de servicios por concepcion (NSPC), Tasa
de concepcion al primer servicio (TCPS) y Dias Abiertos (DAB)

Se evaluaron las variables: intervalo parto primer servicio (IPPS), Numero de
servicios por concepcion (NSPC), Tasa de concepcion al primer servicio
(TCPS) y Dias Abiertos (DAB).

3.3 Disefio experimental:

Se aplic6 disefio experimental completamente al azar con dos tratamientos y
cuarenta unidades experimentales en cada tratamiento. Para esta investigacion
se usoO el analisis de varianza con el modelo estadistico lineal de efectos fijos.
Se evalud los promedios de los tratamientos con respecto a las variables de
salida como son porcentaje de células PMN, dias abiertos (DAB), intervalo
parto primer servicio (IPPS) y namero de servicios por concepcion (NSPC).
Los resultados obtenidos fueron analizados mediante paquete estadistico
SPSS version 23.0, y en caso de existir significacion (p<0,05) se aplicaron las

prueba estadistica de Bonferroni 5%.
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4. Resultados

4.1. Determinacion del porcentaje de ES

Mediante el analisis de las citologias obtenidas por la técnica de Cytobrush
entre los 35 a 42 DPP se determinaron los siguientes porcentajes de vacas
positivas a ES, en la primera citologia: para GOz 42,5%; para GC 50% (Figura
5). No encontrandose diferencia significativa (P>0,05)

Al realizar la segunda citologia, 72 horas post tratamiento, se observé que el
GOz presentdé un promedio de 5% de vacas positivas a ES (Figura 5),
comprobandose la existencia de diferencia significativa (P<0,0001) en

comparacion con GC cuyo porcentaje fue 50% de vacas positivas a ES.

Figura 5. Determinacién del porcentaje de ES

* ¥

50 —+

40 -+

20 +

Porcentaje de Vacas (%)

Primera Citologia. Segunda Citologia.
(Post-Trmatamiento

03)
EGOz EGC

** Expresan diferencias significativas (P < 0,0001).

4.2. Distribucion entre el numero de partos y la presencia de ES

Al analizar el nimero de partos en relacién a la presencia de ES, se observo
gue no existe relacion entre estas variables, los resultados respectivamente

46,4 % para vacas de Segunda lactancia; 43,5 % tercera lactancia y 41,4%
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para vacas de 4ta o mas lactancias (Tabla 2). Se comprueba que no existe

H

diferencia significativa.

Tabla 2. Distribucion entre el niumero de partos y la presencia de ES

Vacas con Vacas con
Lactancias Salud Uterina ES TOTAL
# % # % # %
Segunda 15 53,6° 13 46,4° 28 100
Tercera 13 56,5% 10 43,5° 23 100
Cuarta y mas 17 58,62 12 41,4% 29 100

Letras diferentes en la misma columna presentan diferencias significativas

4.3. Efecto de la ozonoterapia sobre la tasa de ES determinada mediante

el conteo de PMNs entre los dias 35y 42 DPP.

El analisis e interpretacion de las citologias endometriales realizadas entre los
35 y 42 DPP permiti6 determinar que el porcentaje de PMNs en la primera
citologia fue 6,9% + 1,27y 7,3 % * 1,18 para el GOz y GC respectivamente,
valores entre los cuales no se encontrd diferencia estadistica (P>0,05).
Mientras que en la segunda citologia realizada a las 72 horas, post tratamiento
con solucion ozonificada a una concentracion de 50ug/ml, el grupo GOz
presentd un porcentaje de PMNs de 3,7 % + 1,43 mientras que el GC 7,6% =+

1,14 diferencias que resultaron altamente significativas (P<0,01; Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de la ozonoterapia sobre salud uterina (%PMNSs)

0 _ .
TRATAMIENTO % PMNs — Salud Uterina

1ra Citologia 2da Citologia
GOZ 6,9+ 1,272 3,7 +1,432
GC 73+1,18% 7.6 +1.14°

Letras diferentes en la misma columna presentan diferencias significativas (p<0,05)
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4.4. Efecto de la ozonoterapia sobre parametros reproductivos

H

Al analizar el efecto de la ozonoterapia sobre el intervalo parto-primer servicio
(IPPS), en el GOz fue de 75,1 + 4,65 dias y para GC fue de 66,1 + 4,31 dias,
no se observo diferencia significativa entre ambos grupos (P>0,05; Tabla 4). El
resultado para numero de servicios por concepcion (NSPC) fue de 2,1 + 0,25
para el GOz y de 3,1 + 0,23 para GC mostrando diferencia estadistica (P<0.01;
Tabla 4). El resultado para los Dias Abiertos (DAB) fue de 126,2 + 9,72 dias
para GOz y de 148,9 £ 9,01 dias para GC. Lo que indica una diferencia de
22,5 dias entre tratamientos, la cual estadisticamente no fue significativa
(Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de la ozonoterapia sobre pardmetros reproductivos

Tratamiento Parametros Reproductivos

IPPS (dias) NSPC (#) DAB (dias)
GOz 75,12 + 4,65% 2,1+0,25% 126,24 +9,72°
GC 66,11 + 4,31° 3,1+0,23° 148,95 + 9,012

Letras diferentes en la misma columna presentan diferencias significativas (p<0,05)
4.5 Efecto de la ozonoterapia sobre la Tasa de concepcion al primer
servicio.

La tasa de concepcion al primer servicio fue de 50,00% para GOz en
comparacion con el GC que presento 16,22%, se demuestra una diferencia
significativa (P<0.01; Tabla 5) a favor del GOz.

Tabla 5. Efecto de la ozonoterapia sobre TCPS

Tratamiento TCPS (%)
GOz 50,002
GC 16,22°

Letras diferentes en la misma columna presentan diferencias significativas (p<0,05)
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5. DISCUSION

5.1. Determinacion del porcentaje de endometritis subclinica del estudio
realizado

En nuestro estudio, el porcentaje de vacas al pastoreo positivas a ES fue de
42,5% y 50% para GOz y GC respectivamente entre los dias 35 a 42 postparto,
estos resultados coinciden a los reportados por Reategui et al. (73) quienes
realizaron un estudio comparativo entre vacas Holstein y jersey para
diagnosticar ES presentando las vacas Holstein un 59,57% de un total de 47
vacas analizadas. De estas, un 64% de vacas se encontraban en los 34 a 36
dpp. Por otra parte, Madoz (72) investigo la prevalencia de ES en 385 vacas al
pastoreo, observando a los 34 a 47 dias postparto una prevalencia del 16%.
Del mismo modo, Barrio et al. (77) efectudé una investigacion en 65 vacas
Holstein entre los 30 a 45 dpp obteniendo como resultado un 14,9% de vacas

positivas a ES.

Se encontrd que no existe relacién entre el nimero de partos y la presencia de
ES. Segun nuestros resultados, un 46,4%; 43,5%; 41,4% para vacas de 2da
lactancia; 3ra lactancia y 4ta 0 mas lactancias respectivamente. Siendo estos
resultados similares a los obtenidos por Rinaudo (6) con los que demostré que
la presencia de endometritis subclinica es independiente al nimero de partos
incluyendo como referencia los siguientes porcentajes: 24,2%; 17,9%; 18,2%;
15,6% para vacas de lra lactancia; 2da lactancia; 3ra lactancia; 4ta 0 més

lactancias respectivamente.

5.2. Efecto de la ozonoterapia sobre la ES mediante la determinacion de
PMNs entre los dias 35-42 DPP.

La aplicacion de la solucion bidestilada estéril ozonificada demostré ser eficaz
en el tratamiento de ES reduciendo de un 42,5% a un 5% la presencia de ES
(concentracion). De igual manera se observo una reduccion en el porcentaje de
PMNs de 6,9% + 1,27% a 3,7% + 1,43%. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Enriquez y Maldonado (78) quienes evaluaron el efecto de la
ozonoterapia en 30 vacas diagnosticadas con ES entre los 34 a 47 DPP, cuyo

47 |Pdgina
Byron Mauricio Escanddén Gualpa
Juan Sebastian Espinoza Alvarado



- UNIVERSIDAD DE CUENCA

porcentaje de PMNS fue de 15,1% + 0,09% antes del tratamiento y 3,2 + 0,05%
post tratamiento.

En otro estudio realizado por Alvear (20), en el que se aplicO ozonoterapia a
una dosis de 32 pg/ml en 40 vacas entre los 21 a 30 dpp diagnosticadas con
endometritis: solucién salina ozonificada a 20 vacas y gas ozono a 20 vacas, se
obtuvo como resultado que a los 21 dias pos tratamiento un 75% y 80%
respondieron positivamente al tratamiento con solucion salina ozonificada y gas

0zono respectivamente.

Zobel y Tkalcic (79), en un estudio compararon 5 tratamientos diferentes, en el
cual se evalu6 el efecto del ozono sobre endometritis clinica, producidas por
retencion placentaria. Los cuales se aplicaron durante 10 dias consecutivos
después del parto(30 a 40 dpp), excepto para el grupo E: grupo A (n40) que
recibié 30 ml de gas ozono intrauterino mas 400 mg de cefalexina IM; grupo B
(N40) recibié 30 ml de gas ozono; grupo C (40n) recibié 400 mg de cefalexina
IM mas bolos intrauterinos de neomicina mas oxitetraciclina; grupo D (n40)
recibi6 4500 mg de cefalexina via parenteral; grupo E (N40) aplicacién de
cloprostenol via parenteral en 1,11,21 y 32 dias postparto. Los resultados de
EC encontrados luego de los tratamientos fueron para grupo A 10%; grupo B
15%; grupo C 30%; grupo D 40% y grupo E 55%, teniendo en cuenta que
Unicamente el grupo B (ozonoterapia) presento efectividad y recibiendo

solamente una sola aplicacion intrauterina.

5.3. Efecto de la ozonoterapia sobre indicadores reproductivos

El IPPS en nuestro estudio fue de 75,1 £ 4,65y 66,1 + 4,31 para el GOz 'y GC
respectivamente. Para la variable NSPC los valores fueron de 2,1 £+ 0,1y 3,1
0,23 para el GOz y GC respectivamente. Finalmente, para los DAB los valores
encontrados fueron 126,2 + 9,72 para GOz y 148,9 + 9,01 para GC. En un
estudio realizado por Djuricic et al. (8) se compar6 2 tratamientos a base de
o0zono obteniendo los siguientes resultados: En IPPS 110,5 y 105 para el grupo
A y grupo B respectivamente; en DAB 145; 136 Y 150 para grupo A, BY C
correspondientemente; para TCPS 20,4%; 27,8% y 14,6% para cada grupo.
Demostrando un efecto positivo del uso del ozono tanto en el grupo Ay B con

respecto al grupo C.
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Perla (23) en su estudio aplic6 1000 ml de ozono a una concentracion de 32
pug/ml a un numero de 19 vacas en las 4 a 6 horas postparto, realizd6 una
segunda aplicacion a las 48 horas obteniendo resultados similares a nuestro
estudio en cuanto a las siguientes variables reproductivas: IPPS 76 dias; NSPC
1,8 + 1,17 Y 83 = 35 para DAB. Por su parte, Araujo et al. (7) realizaron un
estudio comparativo entre diferente dosis de ozono en 48 vacas Holstein entre
los 30 a 40 dpp; las vacas fueron distribuidas en 4 grupos de 12 animales, se
administré 3 dosis de ozono disuelto en solucidn fisiologica (30, 40 y 50 pg/ml).
El tratamiento se repiti6 3 veces; cada 24 horas via intrauterina y un grupo
control que no recibié tratamiento. No hubo diferencia significativa entre
tratamientos. Sin embargo, los animales que recibieron 40 pg/ml de ozono

tuvieron una tasa de prefiez de 83,3% versus un 41,7% del grupo control.

Constantin y Birtoui (80) prob6 un tratamiento con ozono en spray (RINGER
SPRAY) en 12 vacas y lo compar6 con 12 vacas sin tratamiento. El estudio se
realizd en vacas entre los 7 y 10 dpp, el grupo A incluia vacas diagnosticadas
con endometritis clinica; se les aplicd un tratamiento de ozono via intrauterina
de 10 s, el cual se lo repiti6 en 3 ocasiones y el grupo B incluia a vacas
clinicamente sanas. Los resultados que se obtuvieron fueron: para DAB el
grupo A fue de 112,3 versus 108,9 para grupo B; TCPS fue de un 50% para el
grupo A siendo de 0% para el grupo B; y el NSPC del grupo A fue de 1,75y
3,25 para el grupo B. Mostrando similitud con los resultados que se obtuvieron

en nuestro estudio.

En nuestro estudio no existe diferencia significativa en los DAB entre los 2
grupos estudiados, pero en términos econémicos se infiere que existe una
diferencia numérica, Enriquez y Maldonado (78) analizaron el costo por dia
abierto tomando como tiempo optimo 90 dias para prefiar una vaca; se estimé
un costo de 5,79% por vaca cada dia; de esta manera, podemos apreciar que
existe un ahorro de 131,49% en el GOz debido a la menor cantidad de DAB.
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6. Conclusiones:

Con base a los resultados obtenidos en nuestro estudio se concluye lo

siguiente:

La ES se presenta en un alto porcentaje en las unidades de analisis
entre los dias 35 a 42 postparto y no esta relacionada con el numero de

partos.

La ES afecta de forma negativa la eficiencia reproductiva en vacas al
pastoreo debido a que aumenta el NSPC y TCPS por ende produce un

impacto negativo en la economia del hato.

El uso de la ozonoterapia a una dosis de 50 ug/ml en 50 ml de agua
bidestilada aplicada a los dias 35 a 42 post parto presenta resultados
positivos mejorando la salud uterina por la disminucion de porcentaje de
PMNs en vacas diagnosticadas con ES cuyo efecto es evidente a las 72
horas post tratamiento.

Con el uso de la ozonoterapia se reduce el niumero de servicios por
concepcidn y aumenta la tasa de concepcioén al primer servicio. Los dias
abiertos se reducen con el uso de ozonoterapia; esta reduccion no es

estadisticamente significativa pero su impacto econémico es notorio.
El tratamiento con ozonoterapia resulta ser eficaz y de sencilla

aplicaciéon en los hatos lecheros, también evita perdidas econdémicas al

no generar residuos en la leche
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7. Recomendaciones:

Con base a los resultados obtenidos en nuestro estudio se recomienda lo

siguiente:

e La ozonoterapia intrauterina es recomendada para mejorar la SU en
vacas lecheras al pastoreo en etapa postparto temprano, sin embargo es
necesario seguir evaluando su uso y la adopcion de esta tecnologia en
otros escenarios y bajo otras condiciones de manejo para posteriores

toma de decisiones.

e Continuar e Incentivar el estudio del uso de la ozonoterapia como
tratamiento para las enfermedades reproductivas en vacas durante la
etapa de postparto, recomendando realizar estudios con diferentes
alternativas de aplicacion intrauterina a base de ozono como: gas 0zono

y bolos de liberacion continua o lenta de ozono.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Cronograma de actividades

UNIVERSIDAD DE CUENCA

MESES
ACTIVIDADES

1 2 3 4 5 6 7

Socializacién del proyecto con los duefios de
_ XXX
las haciendas.
Obtencién de listado de proyeccion de los
registros de cada unidad productiva.
Observacion y seleccion de unidades
. XXX | XXXX
experimentales (vacas).
Primera citologia y evaluacion YOO [ 20000 | X00C | XXXX
Aplicacién de SBO YOO | XK | 200K | XXXX
Segunda citologia y evaluacion YOO [ 20000 | X00C | XXXX
Evaluacion de variables IPC y DAB YOO | X000 | 000K | X00KX
Recopilacion de datos HORXX
Analisis estadistico XXXX
Revision y correccion de tesis XXX | XX
Exposicion de tesis. X0
Anexo 2.Socializaciéon del proyecto con el Doctor Esteban Vélez

propietario de la hacienda “LOS ALAMOS”
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Anexo 4. Cronograma de actividades semanales

EL——

UNIVERSIDAD DE CUENCA

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

LUNES 9 DE ABRIL DE 2018

LUGAR ID VACA ACTIVIDAD
LA EUROPEA 1477 (G OZONO) 2DA CITOLOGIA
431 (G OZONO) 2DA CITOLOGIA

2471 (G CONTROL) 2DA CITOLOGIA
MARTES 10 DE ABRIL DE 2018

LOS ALAMOS 34 (G OZONQ) 1RA
CITOLOGIA/OZONOTERAPIA
28 (G CONTROL) 1RA CITOLOGIA

MIERCOLES 11 DE ABRIL DE 2018

LECTURA DE CITOLOGIAS ENDOMETRIALES

Anexo 5. Preparacion de los materiales para la técnica de Cytobrush
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Anexo 6.0btencion de la citologia mediante Cytobrush
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Anexo 7. Aplicacion del tratamiento (Ozonoterapia)
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Anexo 9. Evaluacién de polimorfo nucleares
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Anexo 10. Pruebas estadisticas

Promedio de la variable porcentaje PMN (primera lectura)

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Tratamiento Media Error Limite de confianza al 95%
estandar minimo maximo

GOz 6,94 1,27 4,40 9,48

GC 7,34 1,18 4,98 9,70

Promedio de la variable porcentaje PMN (segunda lectura)

Tratamiento Media Error Limite de confianza al 95%
estandar minimo maximo

GOz 3,72 1,40 0,32 5,95

GC 7,63 1,12 5,50 10,04

Promedio de la variable servicios por concepcion

Tratamiento Media Error Limite de confianza al 95%
estandar minimo maximo

GOz 2,1 0,25 1,58 2,60

GC 3,1 0,23 2,61 3,55

Promedio de la variable intervalo parto primer servicio

Tratamiento Media Error Limite de confianza al 95%
estandar minimo maximo

GOz 75,12 4,65 65,81 84,42

GC 66,11 4,31 57,49 74,74

Promedio de |la variable dias abiertos

Byron Mauricio Escanddén Gualpa
Juan Sebastian Espinoza Alvarado

Tratamiento Media Error Limite de confianza al 95%
estandar minimo maximo
GOz 126,24 9,72 106,80 145,69
GC 148,95 9,01 130,93 166,97
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