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| RESUMEN

El objetivo de este estudio fue comparar el efecto de la ozonoterapia y un tratamiento
alopatico sobre la endometritis subclinica (ES) en vacas Holstein en el periodo
postparto. La investigacion se realizd en tres haciendas del cantén Cuenca: Granjas
Nero e Irquis de la Universidad de Cuenca; y una particular, Cumbesa, desde febrero
a noviembre del 2016. Se incluyeron vacas multiparas entre los 34 y 47 dias postparto
(DPP), se les practico una citologia endometrial, aquellas vacas con un porcentaje
10% de polimorfonucleares (PMNSs) se consideré con ES y se dividieron en dos grupos.
Se aplicé por via intrauterina a G1 (n = 30) 500mg de cefapirina benzatinica (CB)
excipiente c.s.p. 19gy a G2 (n = 30) 45ug/ml de ozono (O3) en 60 ml de agua destilada
tipo Il estéril y un grupo control G3 (n = 30) estuvo conformado por vacas con un
porcentaje de PMNs <10% y no recibieron ningan tratamiento. Los datos fueron
procesados utilizando un modelo lineal general mixto PROC GLIMIX de SAS 9.3. El
porcentaje de PMNs entre los 34 — 47 DPP en G1, G2 y G3 fueron de 16,2 £ 0,09; 15,1
+ 0,09 y 3,4 + 0,19 respectivamente. Luego de 72 horas se evaluo el efecto de los
tratamientos obteniéndose diferencia estadistica entre G1=6,3 £ 0,04% y G2= 3,2 +
0,05% (P <0,0001), y G1 frente a G3 (2,9 £ 0,05%) (P<0,0001). El intervalo parto celo
(IPCe), intervalo parto concepciéon (IPCo) y el porcentaje de prefiez al primer servicio
no presentan diferencia estadistica entre los tratamientos (P> 0,05), sin embargo en
G2 se estima mayores ingresos por lactancia ($13.218,10) en comparacién con G1
($8.925,06) por mayor porcentaje de prefiez al primer servicio (63,3% y 43,3%
respectivamente) y por disminucion de los costos en el IPCe y IPCo. En conclusion, la
administracion de Osy CB reducen los porcentajes de PMNs entre los 34 a 47 DPP,
siendo mas eficaz el O3z y con un impacto econémico positivo sobre el performance

reproductivo frente a los otros tratamientos en estudio.

Palabras clave: CEFAPIRINA BENZATINICA, ENDOMETRITIS SUBCLINICA,
OZONO, POLIMORFONUCLEARES
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IABSTRACT

The objective of this study was to compare the effect of ozone therapy and an allopathic
treatment on subclinical endometritis (SE) in Holstein cows in the postpartum period.
The research was made in three dairy farms of Cuenca: Granja Nero and Granja Irquis
of the University of Cuenca; and a private dairy farm, Cumbesa, since February to
November 2016. Multiparous cows were selected between 34 and 47 days postpartum
(DPP), they were practiced endometrial cytology, the cows with a percentage = 10% of
polymorphonuclear (PMNs) were considered with SE and were divided in two groups,
they were applied through intrauterine to G1 (n = 30) with 500mg cephapirin benzathine
(CB) excipient csp 19g, to G2 (n = 30) with 45ug / ml Oz in 60ml of distilled water sterile
type Il and in the group 3 (n = 30) was composed of cows with a percentage of PMNs
<10% which did not receive any treatment (control group); the data were processed
using a PROC GLIMIX general linear model of SAS 9.3. The percentage of PMNs
between 34-47 DPP in G1, G2 and G3 were 16,3 + 0,09; 15,1 + 0,09 and 3,4 + 0,19
respectively, after 72 hours the effect of the treatments was evaluated, obtaining
statistical difference between G1 = 6,2 + 0,04% and G2 = 3,2 + 0,05% (P <0,0001),
and G1 vs G3 (2,9 + 0,05%) (P <0,0001). The interval between calving (IPCe), interval
conception (IPCo) and the percentage of pregnancy at the first service did not present
a statistical difference between the treatments (P> 0.05), however, in G2 we estimate
to obtain higher lactation income ($ 13.218,10) compared to G1 ($ 8.925,06) due to a
higher percentage of pregnancy to first service (63.3% and 43.3%, respectively) and
lower costs in the IPCe and IPCo. In conclusion, the administration of Oz and CB reduce
the percentages of PMNs between 34 and 47 DPP, Os being more effective and has a
positive economic impact on the reproductive performance compared to the other

treatments under study.

Key words: BENZATHINE CEPHAPIRIN, SUBCLINICAL ENDOMETRITIS, OZONE,
POLYMORPHONUCLEAR

Manuel Marcel Enriquez Morocho
Hugo Marcelo Maldonado Pauta I



S UNIVERSIDAD DE CUENCA

N
UNIVERSIDAD DE CUENCA)

11 INDICE
FRESUMEN .o e e e r e e e et e et e e eaa e e eaa s I
LI = S A P I
LI 5 L P 11l
IV INDICE DE TABLAS ..ot e e e e et e e e e e e e e eaas VI
V INDICE DE FIGURAS ...t e e e e e e e VII
VI INDICE DE ANEXOS ...ttt e e e e e eaaeees VIl
1. INTRODUGCCION ...ttt sttt ettt et sht e st st et et esbeesaeesate s bt e b e e beesbeesbeesaeesaseenneebeenbeesneeas 1
P 01211 2 1 AV 1 SRS 2
D R 0 oY=y 1Y o I ={T o [T - | PP PPNt 2
B 0] oY1y Y o I =T Y=ol 1 olo PPN 2
B HIPOTESIS ..ttt ettt ettt ettt e b e s bt e s bt e s at e et e e b e e sbeesaeesatesabe e beebe e beesbeesateenreen 2
4. IMIARCO TEORICO ....uttettetieeite ettt ettt sttt et b ettt st b e b e s be e sb e e e aeeenbeenbeesbeesaeesasesabeenbeennes 3
L I - | o o TP PPPTPPPPPP PPN 3
I R e YT [o T4 = o =] W o - o PSR 3
L R o U1 o o T<] o o BT PP PPPPPUPPPPRPPIRE 4
4.1.2. 1 PUEIPEIIO PrOCOZ e iiiiiieteeee e e ettt e e e e e ettt e e e e e e s beb e e e e e e e easnnrebeeeeesseaannreneeeeeesaanan 4
A A V1T g o T=T e o T g N (=T o g T=Te [T PP PRTPO 5
4.1.2.3 Puerperio post ovulacion 0 total........ccuueiieciiiiiiciiie e 5
4.1.3. Modificaciones fisioldgicas durante el pUEIPErio .......cccceeivecieeiicciee e 5
4.1.3.1 Restablecimiento de la forma del CErVIX.......couiiiiiniiniiniiee e 5
4.1.3.2 INVOIUCION ULEIING 1entiiitieiiieeie ettt ettt ettt et ettt e b e sb e beesbeesaeesaeeeeean 6
4.1.3.3 Flora bacteriana e infecCion ULEriNa ......cccceveeriiiiiinieeereccc e 7
4.1.3.4 Respuesta inflamatoria e inmune del Utero postparto........cccceeevveeeeiiieeeecieee e, 8
4.2, Enfermedades ULEIINGS .......coouiiiiiiiiieeeeee ettt sttt sne e e 9
4.2.1. Clasificacidn de las enfermedades ULErinas.........cooeeveeieeniiniinie et 9
4.2.1.1 ENdOMELIitis ClINICA ...ciitieiieteeee ettt et 10
4.2.1.2 Endometritis SUDCHNICA ..oouveeiieiieiieeee e 10
4.2.1.2.1 Técnicas de diagndstico para Endometritis Subclinica ......ccccccvveeviiieeeccinennn. 13
4.2.1.2.1.1 Citologia endometrial.......ccccoeiiiiiiiiicciee e 13
4.2.1.2.1.2  URrason0ografia ....cccccecceieieeiiee ettt ettt et e 15

Manuel Marcel Enriquez Morocho
Hugo Marcelo Maldonado Pauta 1]



S UNIVERSIDAD DE CUENCA

N
UNIVERSIDAD DE CUENCA)

4.2.1.2.1.3  VaBINOSCOPIA vereiririireiiiiieeiiiteeessiteeessteeeessteeeessreeessssbeeesssabeesssnsseesssnssenns 16

4.3. Terapias farmacoldgicas y alternas para endometritis subclinica ........ccccceeeeiiciiiiieenicncinn, 16
4.3.1. Tratamiento alopatico: Cefapirina benzatiniCa.......cccvveeieniieiniircriee e 17
4.3.1.1 Grupo farmMacolOZIiCO.....ccccuiiriiiriieiiie ettt ettt see s s be e e s aae e ste e saee e sareeeaes 17
4.3.1.2 FArmMacodiNamia.......eeceeeriueeeiieeeiee et estee ettt e s bee e st e st e s snee e sbe e e saeeesareesneeesreeeans 17
4.3.1.3 Parametros farmacoCiN@tiCOS .......ccoveierieeiiiieiiee ettt e saee e sree e 17
VI B I O b Zo] g Lo =1 ¢ o - F SO PP PR PPPPPPPPPPORORPN 18
4.3.2.1 GENEralidAades ...cocueeiiieiiieieee et 18
4.3.2.2 USO d€ 12 OZONOTEIAPIA veveuveeieiiieiiieeiieeeiee et st e e tte st estee e saee s ebee e seaeesaeesaeeesnreesnns 19
4.3.2.3 MECaNISMO A€ @CCION....ccocuiieiiieriie et ettt ettt e ettt e sbee st essateesbeeesabeesaseesneeesabeenans 20
4.3.2.4 Concentracion y dosifiCaCion .........ceovcuiiiiiiiiie e 22

4.4. Impacto econdmico de la endometritis subclinica sobre la fertilidad en hatos lecheros....... 23
4.4.1. Intervalo Parto-CElO (IPCE) ...uiiiiiiiieeiieeeee ettt see e s e et e e s e et e e saee e sbeeesaeee s 24
4.4.2. Intervalo parto concepcidn al primer servicio (IPCO).....ccceevvueeriereiierrieeenieesiee e e 25
4.4.3. Tasa de concepcion al Primer SEIVICIO .....uiivciiei it e e eare e e 25

5. MATERIALES Y METODOS......eutetetitiiitiiiiiiitititttititetateta st ssssssssssssssssssssssssssnnnan 26
5.0 IMALEIIAIES ettt st b et b e sttt enbe e saeesaeenas 26
5.2, IMIBLOTOS ...ttt ettt e h e he e s a e et e bt e be e b e e she e sae e eat e e beenbeesaeesaeeea 26
5.2.1. Seleccién de animales y disefio experimental ........cccoeviviiiiiiiccie e, 26
5.2.2. Técnica de cytobrush y evaluacidn citolOgica .......cccoecvveeiicciieiiiee e, 27
5.2.3. ANAliSis @STATISTICO .eoveiriiiriiiiiiieee et 28
5.2.4, ANALISIS ECONOMICO ...uiiitiiiiiiiie ettt ettt sttt et esbe e sae e st e st eabeenbeens 28

6. RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt e e e e e e e bbbttt e e e e e e e ana bbb et e ee e e e e e nnbeaeeeeeeeeaannreneeaeeseaannn 31
6.1. Efecto de los tratamientos sobre la endometritis subclinica........ccccceeenininiiniinncne 31

6.2. Efecto de los tratamientos sobre el intervalo parto celo, intervalo parto concepciény
oo T gel=T o] =Y =R e [ o] = =Y SR 33

6.3. Impacto econdmico de los tratamientos sobre el intervalo parto celo, intervalo parto

(ool gTol=] oToileT o MV oL fol=T o) &= [ol o Sl o] {= o172 RSP SPR 34
6.3.1. CoSto de 105 tratamientos ......ceeveeirieriierieeeeeee et 34
6.3.2. Impacto econdmico de los tratamientos sobre el intervalo parto celo........ccccecveeveennn. 36

7. DISCUSION ...ttt bbbt 39

7.1. Efecto de los tratamientos sobre la endometritis subclinica........cccceveeneniniiinencnee 39

Manuel Marcel Enriquez Morocho
Hugo Marcelo Maldonado Pauta v



UNIVERSIDAD DE CUENCA

.

S

e
UNVERSIOND DE CLENTA

7.2. Efecto de los tratamientos sobre el intervalo parto celo, intervalo parto concepciény
[ Yo Yol a1 =Y <l e [l o] Y 1= ST 40

7.3. Impacto econdmico de los tratamientos sobre el intervalo parto celo, intervalo parto

€coNCepCiOn Y POrcentaje de PrEMEZ ... iii ittt e et e e e s be e e s saree e e sareeas 41
8. CONCLUSIONES ... s e s e e s e s e s e s e s e s e s e e e e e e e e e e e e e s e e e s e e e s esesasaaaaasasanannasnnnns 44
9. RECOMENDACIONES ...ttt ettt ettt ettt se et she ettt et et sb et e sbe e st e besat et e sbeenbesbeeaeenbesaeenee 45
10. BIBLIOGRAFIA ......cvvviieiectete et sttt ettt ettt bbbttt b b a et s bbb ss s s bbb s nss e aesns 46
TT.ANEXOS ettt ettt ettt ettt ettt ettt e ee et et et e et et e et ettt et et et ettt e et e et et et et e e et et e e e e e e e e e e e e e eaerenanes 55

Manuel Marcel Enriquez Morocho
Hugo Marcelo Maldonado Pauta \%



- UNIVERSIDAD DE CUENCA

N
UNIVERSIDAD DE CUENCA)

IV INDICE DE TABLAS

Tabla 1 Resumen de estudios de prevalencia de endometritis subclinica en vacas Holstein.12

Tabla 2 Comparacion de cambios citologicos del tratamiento con PGF2a y Cefapirina
benzatinica entre 10S 50—60 DPP. .......ccoooiiiiiieieieerese ettt 18

TADIA 3 MALEIIAIES ....ceeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e ettt eeeeeeeass e aeeeeesssesassseaeeeeesssasassereeeeessaanas 26

Tabla 4 Parametros reproductivos para la determinacién del impacto econémico de los

LU= L= 0 0] [T (o LSS 29
Tabla 5 Caracteristicas generales del grupo de animales seleccionados .........ccccceeeevevvenenen. 31
Tabla 6 Efecto terapéutico de 10S tratamientos ..........ccceecveiieeeiiciececeee e 32
Tabla 7 Correlacion del porcentaje de polimorfonucleares ............cecevvevevesecieieceeececesens 33
Tabla 8: Efecto de los tratamientos sobre el performance reproductivo ..........ccccceceeeverenennene 33
Tabla 9 Estructura de costos de 10S tratamientos ..........cccevererierieieeeieenese e 34
Tabla 10 Impacto econdmico sobre el intervalo parto Celo ..........ccccveveiveeiveseciceeeeeeeee 37
Tabla 11 Impacto econdmico sobre el intervalo parto CONCEPCION..........ccvveveveeieeeeeeseseenns 37
Tabla 12 Impacto econdmico sobre el intervalo parto CONCEePCION........ccccceeeecevreeeeceeeesiecreennn. 38

Manuel Marcel Enriquez Morocho
Hugo Marcelo Maldonado Pauta VI



S UNIVERSIDAD DE CUENCA

N
UNIVERSIDAD DE CUENCA)

V INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Procesamiento de muestra endometrial obtenida mediante la técnica de cytobrushi14

Figura 2 Vista microscoépica a 400X de muestra endometrial tefiida con Giemsa modificada:

Polimorfonucleares y células endoOmEtriales..........coocevieeeiiieceiecece e e 15
Figura 3 Ecografia de la seccion circular del Utero. ..........covereinerinennereeeereeese e 15
Figura 4 Mecanismo de accion del ozono como regulador de la sintesis de citosinas............ 21
Figura 5 Representacion del efecto bactericida del Os. .....ooveviiieieiiciececeeeeeeee e, 22
Figura 6 Diferencia del efecto de [0S tratamientosS..........cccceieeiiiiieiececeeec e e 32
Figura 7 Estructura de costos de la Cefapirina benzatinica ..........c.ccceevveneieneneineeesee 35
Figura 8 Estructura de costos del tratamiento con agua destilada tipo Il ozonificada ............. 35
Figura 9 Estructura de costos del grupo tESHJO .....cccveviieericeeeceeeece et 36

Manuel Marcel Enriquez Morocho
Hugo Marcelo Maldonado Pauta Vi



- UNIVERSIDAD DE CUENCA

N
UNIVERSIDAD DE CUENCA)

VI INDICE DE ANEXOS

Anexo 1 Cronograma de aCtiVIdAAES ........c.ccevveeciiiiieieiceee ettt e ens 55
ANEeX0o 2 UDICaciOn de 1as granjas........ccceceveiieeciinieceeite et ettt see st ee e steeae e s ste s aestessaesesreenes 55
Anexo 3 Evaluacion del anillo de BUrdi.........cc.ccuecveieiienenisiesieieeeeeesese e aas 57
Anexo 4 Citologia endometrial mediante la técnica de cytobrush............ccccveevevncnncnccnnne, 57
Anexo 5 Tincion de Giemsa MOIfICATO .......ccveveiriririrereee e 58

Y 1=To Lo T OSSR 59
Anexo 7 Evaluacion de PMNs de las placas citologia endometrial..........c.ccccoceovvevvenncnieennnne. 61
Anexo 8 Preparacion de la solucion ozonificada y aplicacion de los tratamientos................... 63
Anexo 9 Promedio de la variable del NUMero de partos .........cccoeeeeveveeeececeece e 65
Anexo 10 Promedio de la variable de los dias postparto..........cceeeeveeeeveceeeece e 65
Anexo 11 Promedio de la variable de anillo de burdi ..o 65
Anexo 12 Promedio de la variable condiCion COrporal ...........cccevveieeeieeneseseseeeeeeese e 65
Anexo 13 Promedios de la variable polimorfonucleares entre los 34 a 37 dias postparto...... 65

Anexo 14 Diferencias de minimos cuadrados — polimorfonucleares 72 horas post-tratamiento

Anexo 15 Pruebas de correlacion de pearson de la variable dias postparto vs.

Polimornucleares pretratamiento ..........cceceeieierieieeese e e e e b e reeae e aesreennens 66

Manuel Marcel Enriquez Morocho
Hugo Marcelo Maldonado Pauta VI



- UNIVERSIDAD DE CUENCA

N
UNIVERSIDAD DE CUENCA)

Anexo 16 Pruebas de correlacion de pearson de la variable condicion corporal vs.

Polimornucleares pretratamienio ...t e 66

Anexo 17 Pruebas de correlacion de pearson de la variable anillo de Burdi vs.

Polimornucleares pretratamienio ..........coeceeieeecieieeece ettt s re s s reeaesreennens 67
Anexo 18 Diferencias de minimos cuadrados — Intervalo parto Celo.........cccevvvvecieveceerieeneene, 67
Anexo 19 Diferencias de minimos cuadrados — Intervalo parto concepcion ...........ccccoceeeenenee. 67
Anexo 20 Diferencias de minimos cuadrados — porcentaje de prefiez.........ccccveeeveveneneennnne. 67

Anexo 21 Plantilla de registro de la hoja de campo para el muestreo de citologia endometrial

................................................................................................................................................................ 68
Anexo 22 Plantilla de registro de la hoja de campo para el diagnéstico de prefiez ................. 69
Anexo 23 Plantilla de registro de la hoja de laboratorio para la evaluacién de PMNs............. 70
Anexo 24 Datos y formulas para el célculo del intervalo parto concepcion...........c.cccecevveeneeee. 71

Manuel Marcel Enriquez Morocho
Hugo Marcelo Maldonado Pauta IX



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Manuel Marcel Enriquez Morocho, autor del Trabajo de Titulacién “Comparacién de la
ozonoterapia y tratamiento alopatico sobre la endometritis subclinica en vacas Holstein mestizas en
periodo postparto”, reconozco y acepto el derecho de la Universidad de Cuenca, en base al Art. 5
literal ¢) de su Reglamento de Propiedad Intelectual, de publicar este trabajo por cualquier medio
conocido o por conocer, al ser este requisito para la obtencién de mi titulo de Médico Veterinario
Zootecnista. El uso gue la Universidad de Cuenca hiciere de este trabajo. no implicara afeccidon
alguna de mis derechos morales o patrimoniales como autor.

Cuenca, 09 de mayo de 2017

Manuel Marcel Enriquez Morocho

C.I: 140077674-4

Manuel Marcel Enriquez Morocho
Hugo Marcelo Maldonado Pauta X



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Hugo Marcelo Maldonado Pauta, autor del Trabajo de Titulacidon “Comparacién de la
ozonoterapia y tratamiento alopatico sobre la endometritis subclinica en vacas Holstein mestizas en
periodo postparto”, reconozco y acepto el derecho de la Universidad de Cuenca, en base al Art. 5
literal c) de su Reglamento de Propiedad Intelectual, de publicar este trabajo por cualquier medio
conocido o por conocer, al ser este requisito para la obtencién de mi titulo de Médico Veterinario
Zootecnista. El uso que la Universidad de Cuenca hiciere de este trabaio. no implicard afeccidn
alguna de mis derechos morales o patrimoniales como autor.

Cuenca, 09 de mayo de 2017

7 V]
/
Hugo Marcelo Maldonado Pauta

C.1: 010358806-7

Manuel Marcel Enriquez Morocho
Hugo Marcelo Maldonado Pauta Xl



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Manuel Marcel Enriquez Morocho, autor del Trabajo de Titulacién “Comparacién de la
ozonoterapia y tratamiento alopatico sobre la endometritis subclinica en vacas Holstein mestizas en
neriodo nostnarto” certifico aue todas las ideas oniniones v cantenidos exniiestas en la nrecente
periodo postparto”, certifico que todas las ideas, opiniones y contenidos exnuestos en la nresente

investigacion son de exclusiva responsabilidad de su autor.

Cuenca, 09 de mayo de 2017

=
M;ﬂM/arcel Enriquez Morocho

C.1: 1400776744

Manuel Marcel Enriquez Morocho
Hugo Marcelo Maldonado Pauta XIl



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Hugo Marcelo Maldonado Pauta, autor del Trabajo de Titulacién “Comparacién de la
ozonoterapia y tratamiento alopatico sobre la endometritis subclinica en vacas Holstein mestizas en
periodo postparto”, certifico que todas las ideas, opiniones y contenidos expuestos en la presente

investigacion son de exclusiva responsabilidad de su autor.

Cuenca, 09 de mayo de 2017

g

Hugo Marcelo Maldonado Pauta

C1-N1N2ABQRNE.T7
i Vav OSSOSOV e TS

Manuel Marcel Enriquez Morocho
Hugo Marcelo Maldonado Pauta Xl



- UNIVERSIDAD DE CUENCA

N
UNIVERSIDAD DE CUENCA)

AGRADECIMIENTOS

Un agradecimiento fraterno a la Universidad de Cuenca y a la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, a sus autoridades y grupo de docentes quienes dia a dia han
compartido sus conocimientos y experiencias, contribuyendo a nuestra formacion
académica, especialmente al Dr. Jhonny Narvaez, nuestro director de tesis, por su

predisposicion y empefio en la ejecucion de este trabajo de investigacion.

A los estudiantes, que motivados por adquirir nuevos conocimientos y adentrarse en
la practica veterinaria colaboraron en las actividades de campo, durante todo el periodo

de investigacion.

Al personal del Centro de Diagnéstico y Estudios Biomédicos de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Cuenca y al Dr. René Guaman que con muy buena

voluntad contribuyeron en el desarrollo del trabajo de investigacion.

Manuel Marcel Enriquez Morocho
Hugo Marcelo Maldonado Pauta XV



S UNIVERSIDAD DE CUENCA

e
=S

e
UNVERSIOND DE CLENTA

DEDICATORIA
Andrea, Martin y Renata, mi fortaleza
Hugo

A mis padres y hermanos, quienes desde el inicio de la etapa universitaria me

apoyaron incondicionalmente y han sido el motor para alcanzar esta meta.

Marcel

Manuel Marcel Enriquez Morocho
Hugo Marcelo Maldonado Pauta XV



UNIVERSIDAD DE CUENCA

N
UNIVERSIDAD DE CUENCA)

1. INTRODUCCION

En los ultimos 30 afios la seleccion genética en vacas Holstein Friesian, han alcanzado
una ganancia en produccion de leche; sin embargo el indice de concepcion ha
disminuido del 56% al 30 - 40% al primer servicio (Walsh et al., 2011); debido a varias
patologias que disminuyen la fertilidad, entre estas las infecciones uterinas. (Yusuf et
al., 2010).

Luego del parto, el Gtero se contamina con bacterias patdégenas las primeras semanas
y disminuye aproximadamente a los 60 dias en condiciones normales (Dini et al.,
2015), esta contaminacion es inevitable y es normal en el 80-100% de las vacas (Walsh
et al., 2011). La endometritis subclinica (ES) es una inflamacién endometrial crénica
gue se presenta entre los 21 y 47 dias posteriores a la recuperacién histologica del
endometrio (Dini et al., 2015a), puede ser diagnosticada a partir de la quinta semana
postparto mediante citologia endometrial (Sheldon et al., 2009). La ES afecta el
performance reproductivo en hatos lecheros, por lo que varias investigaciones se
encaminan a disminuir el impacto negativo que produce esta afeccién, buscando
mejorar la rentabilidad y la productividad en las ganaderias, sin afectar la salud publica
(Plontzke et al., 2010).

En la actualidad existe varias alternativas de tratamientos para infecciones postparto,
donde incluyen antibidticos sistémicos e intrauterinos (Polat et al., 2015), pero el uso
desmedido de antibidticos en la industria lechera ha creado conciencia social sobre
alimentos seguros e inocuos en los ultimos afios, por esta razén los veterinarios
necesitan buscar alternativas terapéuticas para disminuir su utilizacion (Ohtsuka et al.,
2006).

Actualmente, el ozono es empleado en el tratamiento de patologias del aparato
reproductivo en vacas lecheras, mejora su eficiencia, sin dejar residuos en la leche,
carne u otros tejidos, no genera resistencia bacteriana, efectos adversos ni reaccion
anafilactica. (Purici¢ et al., 2015). Con estos antecedentes, en esta investigacion, nos

planteamos los siguientes objetivos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Comparar el efecto de la ozonoterapia y un tratamiento alopatico sobre la

endometritis subclinica en vacas Holstein mestizas en el periodo postparto.
2.2. Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la ozonoterapia sobre la endometritis subclinica en vacas
Holstein mestizas en el periodo postparto.

e Evaluar el efecto de la Cefapirina benzatinica sobre la endometritis en vacas
Holstein mestizas en el periodo postparto.

e Evaluar la presencia de PMNSs a las 72 horas post tratamiento.

e Determinar el impacto econémico de los tratamientos sobre el intervalo parto
celo, intervalo parto concepcion al primer servicio y porcentaje de concepcion

al primer servicio.
3. HIPOTESIS

¢ El tratamiento con ozono a una dosis de 2,7 mg en 60 ml de solucion destilada es
eficaz sobre la endometritis subclinica en el periodo postparto de vacas Holstein

mestizas?
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4. MARCO TEORICO
4.1. Parto

Es el proceso fisiologico por el cual el Utero gestante libera al feto y sus anexos del
organismo materno, ocurre en el momento del desarrollo, en el que el feto es capaz
de vivir fuera del ambiente uterino, su inicio esta regulado por factores maternos y
fetales (Méo et al., 2000).

4.1.1. Fisiologia del parto

Durante la gestacion el Utero se agranda de forma progresiva a consecuencia del
desarrollo fetal, la progesterona es responsable de la quiescencia del miometrio y de
mantener el cérvix muy contraido y durante la Ultima etapa de la prefiez los estrogenos
incrementan el potencial contractil del Utero (Cunningham & Klein, 2009). El feto
experimenta estrés debido a una insuficiente nutricion y oxigenacion por parte de la
placenta, ademas que la cavidad intrauterina se torna muy reducida en relacion al
tamafo del feto, estos factores inducen a una maduracion acelerada del hipotalamo
fetal (Narvaez & Lazo, 2008), incrementando la secrecidon de cortisol fetal que
conducen a la sintesis y liberacion de PGF2q de las glandulas endometriales, lo que
provoca la contraccion del miometrio y la dilatacién del cérvix para lograr la expulsion

del feto (Wattiaux, 1999). El parto consta de tres etapas:

1. Dilatacion del cérvix en la que el feto se presenta en el orificio interno del
cérvix y la actividad miometrial incrementa por la accion de PGF2q y oxitocina,
se extiende entre 2 a 3 horas en multiparas y 4 a 6 horas en primiparas.

2. Expulsion del feto, la presencia del feto en el canal pélvico hace que la presion
abdominal incremente (contracciones) y esta constituye la fuerza principal para
gue se complete la expulsion del feto (Cunningham & Klein, 2009); su duracion
varia entre 2 a 10 horas.

3. Expulsion de las membranas fetales, las contracciones uterinas persisten y
expulsan la placenta, logrando en la mayoria de las vacas entre las 6 — 8 horas

posteriores al parto (Wattiaux, 1999).
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4.1.2. Puerperio

En este periodo existe inactividad ovarica y sexual, antes de la reanudacion de la
actividad ciclica del ovario (Nogueira et al., 2014). Es un proceso fisiol6gico del tracto
reproductor femenino que inicia luego del parto hasta restablecer las condiciones para
una nueva prefiez (Dos Santos & Kozicki, 2015), por lo tanto la involucién anatémica
e histologica del utero debe completarse y el eje hipotalamo-hipofisis-gonadal debe

funcionar perfectamente (Rutter, 2002).

En el desarrollo fisiolégico del puerperio se distinguen dos grandes fases:

1. Primera fase uterina postpartal o secundinacion: Fase conocida como
alumbramiento o deciduacion, se considera embriolégicamente como la
finalizacion verdadera del parto (Rutter, 2002).

2. Puerperio propiamente dicho (segunda fase de involucién uterina
postpartal): Fase en la que el Utero regresa a su condicibn normal pre
gestacional y aptitud para una nueva prefiez mediante la eliminacion, disolucién
y reabsorcion decidual, logrando una evidente disminucién del volumen uterino
(Narvaez & Lazo, 2008), esta fase se divide en tres subfases:

1. Puerperio temprano o precoz
2. Puerperio Intermedio
3. Puerperio post ovulacion o total

4.1.2.1 Puerperio precoz

Inicia con la expulsién del feto y la placenta, prolongandose hasta los 14 dias postparto
(Narvaez & Lazo, 2008), en donde el tracto reproductivo sufre cambios funcionales y
estructurales, como la regresion de su tamafo, incluyendo ligamentos sacrociaticos y
la arteria uterina (Cordova, 2005) y al final de esta etapa la hipoéfisis adquiere capacidad
de respuesta a la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) (Nogueira et al.,
2014).
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4.1.2.2 Puerperio intermedio

Se considera a partir del dia 15 hasta la primera ovulacién (Nogueira et al., 2014),
generalmente en el ganado lechero Bos Taurus ocurre alrededor del dia 25 postparto,
este periodo es muy variable, ya que la edad, estado nutricional, poblacion microbiana
uterina e incluso el factor mamogénico son determinantes en la primera ovulacion
(Narvaez & Lazo, 2008).

4.1.2.3 Puerperio post ovulacioén o total

Comprende desde la primera ovulacion hasta los 45 dias postparto, sin embargo
puede extenderse hasta los 52 — 56 dias, debido a que la involucién de cada uno de
los cuernos es diferente (Narvaez & Lazo, 2008), se caracteriza por el retorno del Gtero
a su condicion normal pre gestacional y reinicio de la ciclicidad ovarica (Nogueira et
al., 2014).

4.1.3. Modificaciones fisiol6gicas durante el puerperio

Durante el puerperio ocurren varias modificaciones uterinas, entre las mas importantes

tenemos:
4.1.3.1 Restablecimiento de la forma del cérvix

El utero y la cérvix presenta una gran actividad muscular luego del parto y va
disminuyendo paulatinamente entre las 42 y 78 horas postparto (Rgutter, 2002;
Sheldon, 2004), sin embargo la involucién de la cérvix es mas lenta que la del Gtero,
como lo sugiere LeBlanc, 2008 que a los 15 DPP el diametro del cérvix excede el
grosor de los cuernos del Gtero. La involucién del cuello uterino se debe principalmente
a la reabsorcion del edema tisular y a una reduccién de los tejidos musculares (Rutter,
2002).

El proceso de involucion de la cérvix inicia entre las 4 -16 horas postparto con la
disminucién progresiva de la luz cervical, a los dos DPP los anillos y pliegues aun no

se han reconstruido y permite el pasaje de solo dos dedos a través del lumen cervical
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(Rutter, 2002). A los 7 DPP mantiene una lenta reduccion del lumen de la cérvix y se
evidencia la presencia de los anillos y pliegues, pero dificiimente se puede introducir
un dedo; entre los 10 — 14 DPP se evidencia una reapertura del cérvix que
generalmente coincide con la primera ovulacion, los anillos y pliegues estan
completamente formados y se completa alrededor del 25 — 30 DPP (Dobson-Hill,
2009a).

4.1.3.2 Involucién uterina

La involucion uterina ocurre inmediatamente después del parto, sin embargo es
evidente a los 3 a 4 DPP concluyendo en condiciones normales entre 38 y 40 dias
(Garcia et al., 2003), se da en escala logaritmica (Nogueira et al., 2014), es
generalmente un proceso séptico (Runciman et al., 2008), en donde incluyen
contracciones uterinas, reduccién del tamafio uterino, necrosis y desprendimiento de
las carunculas, regeneracion del endometrio (Sheldon, 2004), eliminacién de la
contaminacion bacteriana y reactivacion de la actividad ovéarica (Heppelmann et al.,
2013).

Después del desprendimiento de los cotiledones de las carinculas maternas ocurre
vasoconstriccion e inicia la necrosis del tejido caruncular, luego de 5 dias pierde
organizacién e integridad celular, iniciando el proceso de reparacion local del lumen
uterino con una nueva capa de epitelio endometrial (Nogueira et al.,, 2014) la
regeneracion del endometrio es superficialmente alcanzado alrededor de los 25 DPP,
mientras que las capas mas profundas lo consiguen entre la 6 — 8 semana postparto
(Sheldon, 2004).

Existe factores que retrasan la involucion uterina, como por ejemplo distocia,
hipocalcemia, retencion de placenta, metritis y endometritis; estas alteraciones son
importantes debido a que provocan subfertilidad en vacas lecheras (Sheldon, 2004).
Por otro lado las bacterias que colonizan el utero liberan endotoxinas que son
absorbidos a través de la pared uterina, llegando al plasma sanguineo entre el 1y 12

DPP y se mantienen hasta el dia 27 DPP. Las endotoxinas son potentes inductores de
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sistemas enzimaticos tales como fosfolipasa A2, la ciclooxigenasa-2 y 5-lipoxigenasa
que sintetizan prostaglandinas, las cuales afectan negativamente a la involucion

uterina y la reanudacion de la actividad ovarica (Dobson-Hill, 2009b).

Cuando las bacterias asciende facilmente el tracto genital dentro del Utero, liberan
lipolisacaridos, citolisina y piolisina, activando las células del endometrio que poseen
receptores especializados Toll-like receptors (TLRs), lo cual inicia la sintesis de
citoquinas pro-inflamatorias como factor de necrosis tumoral (FNT), interferon vy, IL-6,
IL-18 y quimiocinas IL-8, éxido nitrico y prostaglandina E2 que orguestan la
movilizacion células inmunitarios al Gtero (neutréfilos y macréfagos) (Singh et al., 2008,
Bromfield et al., 2015).

4.1.3.3 Flora bacteriana e infeccion uterina

Durante la gestacion normal el Gtero mantiene un ambiente estéril, pero en el parto la
vulva se relaja, el cérvix se dilata facilitando el ingreso de microorganismos patégenos
y no patégenos del medio ambiente al lumen uterino (Sheldon, 2004), esta
contaminacion uterina es inevitable y normal en el 80 — 100% de las vacas en las dos
primeras semanas postparto, sin embargo esta contaminacion no siempre se relaciona
con una enfermedad uterina (Walsh et al., 2011), ya que la cantidad de
microorganismos fluctia constantemente durante las primeras 7 semanas debido a la

contaminacion, eliminacién y recontaminacion bacteriana (Sheldon, 2004).

La contaminacién de la cavidad uterina se debe diferenciar de una infeccién uterina,
esta Ultima implica la persistencia de bacterias patégenas (Escherichia coli,
Arcanobacterium pyogenes, Fusobacterium necrophorum) en lumen uterino, su
adherencia a la mucosa, colonizacion, penetracion en el epitelio y/o liberacion de

toxinas bacterianas que permiten el establecimiento de la misma (Azawi, 2008).

Se ha establecido una relacion entre los DPP y el grado de colonizacion de bacterias
patogenas, en donde el 78% de Uteros son colonizados entre los 16 — 30 DPP, el 50%
entre los 31 — 45 DPP y por otro lado solo el 9% de los Uteros son colonizados entre

los 46 — 60 DPP (Sheldon, 2004). La presencia de estas bacterias patdgenas en el
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lumen uterino causan inflamacion, lesiones histologicas del endometrio, retraso en la

involucion uterina y perturba la supervivencia embrionaria (Azawi, 2008).
4.1.3.4 Respuesta inflamatoria e inmune del Utero postparto

El resultado de la contaminacion uterina depende del nUmero y grado de virulencia de
los microrganismos presentes, la condicion del Utero y de sus inherentes mecanismos
de defensa (Vanina & Luzbel de la Sota, 2012), como la involucion del Utero y cérvix,
descarga del contenido uterino y movilizacion de las defensas naturales (moco,
anticuerpos y células fagociticas) (Azawi, 2008); disturbios en estos mecanismos
permiten que microorganismos patdégenos establezcan un proceso infeccioso en el
atero (Dhaliwal et al., 2001).

Tras la invasidbn de patdgenos bacterianos como respuesta para prevenir el
establecimiento de la infeccion uterina, genes de sustancias proinflamatorias (IL 1A, IL
1B, IL6, TNF y prostaglandina E sintetasa) (Bromfield et al., 2015), incrementan el
reclutamiento de neutréfilos y macréfagos para combatir la infeccion y lograr la
resolucién de la enfermedad. Sin embargo, el incremento de estos mediadores, la
afluencia de células inmunes y la induccion de factores antimicrobianos que trabajan
en conjunto para eliminar la infeccidon uterina tiene efectos negativos, ya que su
persistencia conduce a la infertilidad en vacas que lograron la resolucién de la infeccion
(Streyl et al., 2014).

La inmunidad celular uterina es ejercida por PMNs, monocitos y macréfagos tisulares
frente a bacterias patégenas y sus endotoxinas (Dhaliwal et al., 2001), especialmente
los PMNs son el principal mecanismo de defensa en el lumen del Utero y un niamero
elevado de estos refleja inflamacién local (metritis 0 endometritis) (Baranski et al.,
2012), la activacién de estas células resulta en adherencia, fijacién e ingestion de las
bacterias invasoras y esta actividad fagocitica es reforzada por el sistema de

complemento y por anticuerpos (Dhaliwal et al., 2001).
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4.2. Enfermedades uterinas

Las enfermedades uterinas en el ganado lechero son responsables de importantes
pérdidas econdmicas debido a la disminucion de la tasa de prefiez, extension de
intervalos parto-concepcion e incremento del porcentaje de descarte (Madoz, 2012).
El desarrollo de enfermedad uterina depende de la respuesta inmune de la vaca, de la
especie y numero de bacterias patdgenas que persisten en el lumen uterino, ademas
depende del ambiente enddcrino local del Utero, en particular por accion de la
progesterona (P4), debido a que tiene un efecto inmunosupresor que lo hace

susceptible a infecciones inespecificas (Lewis, 2004).

Existen factores riesgo asociados al establecimiento de una infeccién uterina, entre

ellos tenemos:

1. Lesibn uterina
o Muerte fetal, partos gemelares, distocia y cesarea
o Retencion de membranas fetales
o Retraso de la involucion uterina
2. Condiciones metabdlicas
o Fiebre de leche, cetosis y desplazamiento de abomaso
3. Balance entre patogenicidad e inmunidad
o Disminucion de la funcion de los neutrdfilos.
o Tipos de bacterias presentes en el lumen uterino
o Administracion de progesterona o glucocorticoides y formacion temprana
de un cuerpo luteo.
o Grado de higiene del medio ambiente del lugar de partos (Sheldon &
Dobson, 2004).

4.2.1. Clasificacién de las enfermedades uterinas

Las definiciones de las enfermedades uterinas varian entre los diferentes grupos de

investigacién, pero actualmente se ha llegado a un consenso para facilitar el estudio y
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entendimiento de las mismas, clasificAndolas de acuerdo a los dias postparto en que

se presente y a sus manifestaciones clinicas (Sheldon et al., 2006).

1. Metritis puerperal ocurre en las dos primeras semanas después del parto (4 -
10 dias) y se caracteriza por presentar signos sistémicos (fiebre).

2. Metritis clinica se la define a la infeccidn uterina que se presenta hasta los 21
DPP sin manifestar alteraciones sistémicas, pero presentan descargas
purulentas o mucopurulenta (Kagar & Kaya, 2014).

3. Endometritis clinica (EC) se la define como la inflamacion del endometrio
después de 21 dias posparto y puede presentar descarga vaginal purulenta o
mucopurulenta.

4. Endometritis subclinica (ES) se la define como una inflamacion crénica del
endometrio a partir de los 21 a 47 DPP o en cualquier momento posterior a la
recuperacion histologica y en ausencia de signos clinicos (Plontzke et al., 2010),
sospechando de ES Unicamente cuando la eficiencia reproductiva de las vacas

va disminuyendo (Gautam et al., 2010).
4.2.1.1 Endometritis clinica

La EC se caracterizada por una inflamacion superficial del endometrio avanzando
hasta el estrato esponjoso, provocando cambios degenerativos en el epitelio
superficial, congestion vascular, con edema del estroma y migracion de granulocitos
neutréfilos y otras células inflamatorias dentro del endometrio (Rutter, 2013). Se
consideran vacas con EC a las que se detecta secrecidon mucopurulenta o purulenta
(>50% de pus) en sus descargas vaginales (Giuliodori et al., 2013) y su prevalencia se

encuentra entre el 15-40% en hatos lecheros (Sheldon et al., 2006).
4.2.1.2 Endometritis subclinica

La ES recientemente definida como una inflamacion endometrial crénica que se
presenta a partir de los 21 dias (Dini et al., 2015), y se caracteriza por un endometrio

infiltrado extensivamente con granulocitos neutréfilo, que pueden ser reconocidos
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solamente mediante un examen citologico del endometrio, puede presentar una

minima cantidad de exudado acumulado en el lumen del utero (Rutter, 2013).

Se ha planteado también que el incremento de PMNs en lumen uterino es debido a la
presencia de bacterias o0 a sus endotoxinas (Kasimanickam et al., 2004). Sin embargo,
al realizar cultivos bacteriologicos de vacas diagnosticadas con ES no arrojaron ningun
aislamiento, lo que sugiere que la ES no esta relacionada especificamente a una
infeccion bacteriana (Madoz, 2012). Baranski et al., 2012; afirman que la ES tienen
mayor relacion con la involucion del Gtero y recuperacion histolégica del endometrio

en el postparto y es la principal causa del sindrome de vaca repetidora.

Citologicamente la ES se define a la presencia de 218% de células PMNs en muestras
colectadas entre los 21 — 33 (DPP), 0 210% de PMNs en muestras obtenidas entre los
34 — 47 (DPP) y 25% a los 40 a 60 DPP (Barlund et al., 2008; Dubuc et al., 2010). Sin
embargo, en un estudio realizado en Argentina en vacas en pastoreo se consider6 un
diagnéstico positivos valores 28% de PMNs en muestras colectadas entre los 21 — 33
DPP, 26% de PMNs en citologias obtenidas entre los 34 — 47 DPP y 24% de PMNs
para muestras recolectadas a los 48 — 62 DPP (Madoz, 2012)

El rendimiento reproductivo de las vacas con ES disminuye por el fallo de la
implantacion embrionaria, debido al efecto de las endotoxinas bacterianas y
mediadores inflamatorios liberados por el huésped (citocinas y quimocinas) (Zobel et
al., 2014), de manera que baja la tasa de concepcion, incrementa el numero de
servicios por concepcion, extiende el intervalo parto — concepcién y eleva la tasa de

descarte por subfertilidad (Gautam et al., 2010).

Entre los factores que predisponen a la endometritis subclinica en el periodo postparto,
segun Garcia et al., 2004:

¢ Retencion de membranas fetales
e Parto

e Partos gemelares

e Temporada

e Baja condicion corporal
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e Hipercetonemia

e Incremento de la concentracidbn sérica de haptoglobina en el periodo
temprano del postparto.

e Incremento de niveles séricos de acidos grasos no esterificados e
hidroxibutirato (afectan la actividad normal de los neutréfilos) en el posparto
temprano.

Otros factores asociados a endometritis subclinica son lisis temprana del cuerpo luteo,
por muerte embrionaria temprana, vacunacion previo al parto (Smith, 2009),
disminucién del consumo de materia seca, hipocalcemia (Bulent et al., 2015); también
puede estar asociada con una recuperacion de tejidos luego de una metritis clinica o
un trauma (Sheldon et al., 2009).

La prevalencia de ES en hatos lecheros es variable y va depender de las condiciones
de manejo, los dias postparto y el punto de corte del porcentaje de PMNs para su
diagnéstico. Algunos autores determinan la prevalencia de ES utilizando el flushing y
el cytobrush como método de diagnéstico y han encontrado un rango entre 12 y 53%,

como se indica en la tabla 1.

Tabla 1 Resumen de estudios de prevalencia de endometritis subclinica en vacas
Holstein.

Autores DPP Método diagndstico Prevalencia

Kasimanickam et al 2004 | 20 - 30 | Cytobrush >18% neutrofilos 35%
Gilbert et al 2005 40 - 60 | Cytobrush >5% neutrdfilos 53%
Barlund et al 2008 28 - 41 | Cytobrush >8% neutrdfilos 12%
Galvao et al 2009 48 — 54 Flush = 5% neutrofilos 29%
Galvao et al 2009 32-38 Flush = 7% neutrdfilos 38%
Dubuc et al 2010 32 — 38 | Cytobrush 26% neutrdfilos 20%
Plontzke et al 2010 21 - 38 | Cytobrush =5% neutrdfilos 38%

DPP= Dias postparto.
Fuente. LeBlanc et al., (2011).Reproductive tract defense and disease in postpartum dairy cows (1610-

1618). Canada.
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4.2.1.2.1 Técnicas de diagndéstico para Endometritis Subclinica

El diagndstico de ES puede ser realizado a través de biopsia uterina, ultrasonografia,
citologia endometrial (Baranski et al., 2012), palpacion uterina transrectal,
vaginoscopia y cultivos bacteriolégicos de fluidos uterinos (Kasimanickam et al.,
2004). Sin embargo, cada uno de los métodos diagnosticos varia en cuanto a

sensibilidad, especificidad, invasion de tejidos, costos, tiempo y facilidad de ejecucion.

De los métodos anteriores la citologia endometrial es utilizada con mayor frecuencia
por su alta fiabilidad, simplicidad y bajo costo (Bogado et al., 2016); este procedimiento
se recomienda realizarlo luego de los 26 dias postparto para evitar confusiones con
los procesos regenerativos del endometrio durante el proceso de involucién uterina
(Dini et al., 2015)

4.2.1.2.1.1 Citologia endometrial

La examinacion citologica del tracto reproductivo ha sido utilizada para evaluar
posibles lesiones en los animales domésticos donde células inflamatorias y
endometriales pueden ser colectadas mediante biopsias uterinas, lavado uterino,
hisopados y cytobrush; todas las técnicas anteriores son idoneas para evaluar la
citologia endometrial sin embargo, varian en sensibilidad, especificidad, repetibilidad
y grado de invasion al tejido endometrial (Barlund et al., 2008). La citologia endometrial
tiene alta sensibilidad (95%) para el diagnostico de ES entre los cuales incluyen el
lavado uterino, hisopos y cytobrush, siendo estos métodos los menos invasivos sobre
el tejido endometrial (Barlund et al., 2008).

e Biopsia uterina: La biopsia uterina posiblemente constituye el método
definitivo para el diagndstico de ES, pero ocasiona mayor invasion del tejido
endometrial y afecta el desempefio reproductivo de vacas lecheras (Thomé et
al., 2016). Ademas que requiere de destreza, excesivo tiempo y su elevado
costo hacen de esta técnica util solo en casos de investigacion (Purohit et al.,
2015).
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Lavado uterino: La técnica de lavado uterino colecta células de una superficie
méas amplia del Utero y proporciona una muestra mas representativa del lumen
uterino que un hisopado o una biopsia uterina, sin embargo esta técnica
produce distorsion celular, irritacion de la mucosa endometrial y requiere de mas
tiempo para su ejecucion (Kasimanickam et al., 2005).

Cytobrush: Es el procedimiento mas adecuado para el diagnostico de ES
(Barlund et al., 2008); siendo menos invasiva que otros métodos (Kasimanickam
et al., 2005), garantiza una alta confiabilidad y no produce distorsién de las
células endometriales, es una técnica de facil ejecucion, utliza material
descartable y no requiere de un equipo complejo ni costoso (Madoz, 2012). El
procedimiento segun Kasimanickam et al., 2005 esta explicado en detalle en el

capitulo de metodologia.
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Figura 1 Procesamiento de muestra endometrial obtenida mediante la técnica de

cytobrush
Fuente. Kasimanickam et al., (2005). A comparison of the cytobrush and uterine lavage techniques to

evaluate endometrial cytology in clinically normal postpartum dairy cows (p 255-259). Canada.
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Figura 2 Vista microscopica a 400X de muestra endometrial tefiida con Giemsa

modificada: Polimorfonucleares y células endometriales
Fuente. Kasimanickam et al., (2005). A comparison of the cytobrush and uterine lavage techniques to
evaluate endometrial cytology in clinically normal postpartum dairy cows (p 255-259). Canada.

4.2.1.2.1.2 Ultrasonografia

En el diagndstico de ES los cambios ultrasonograficos detectables son el incremento
de la cantidad de fluido en el lumen uterino, incremento en el diametro cervical y de
los cuernos uterinos, cambios en la ecotextura, aspectos que estan asociados a
crecimiento bacteriano e interrupcién de la involucion uterina. Sin embargo este

método es menos sensible que la citologia endometrial (Polat et al., 2015).

L= Lumen uterino, EM= Mucosa endometrial y los cuadros el area de interés
Figura 3 Ecografia de la seccidn circular del utero.
Fuente: Polat et al., (2015). Endometrial echotexture variables in postpartum cows with subclinical
endometritis (p 50-55). Turquia.
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4.2.1.2.1.3 Vaginoscopia

Un examen por vaginoscopia se utiliza para detectar descargas uterinas anormales,
es un método mas sensible y especifico para la deteccion de la EC que la palpacion
transrectal, sin embargo, la vaginoscopia a veces falla en la identificacién de todas las
vacas que estan en riesgo de presentar bajo rendimiento reproductivo (Kasimanickam
et al., 2004).

Al realizar el examen con un espéculo vaginal se observa una inflamacién y edema de
la orificio cervical externo (anillo de Burdi), mostrandose hiperémica, inflamada y
prolapsada (Smith, 2009), sin embargo se afirma que puede o no estar presente el
prolapso del anillo de Burdi en procesos inflamatorios de atero y cérvix (Alvear, 2014;
Hartmann et al., 2016).

4.3. Terapias farmacologicas y alternas para endometritis subclinica

Una gama de alternativas terapéuticas son utilizadas en las enfermedades uterinas
postparto entre las que se incluyen terapia con antibioticos locales y sistémicos
(penicilinas, diestreptomicina, tetraciclinas y cefapirina), siendo el dltimo la mejor

eleccion (Kasimanickam et al., 2005).

Tratamientos hormonales (PGF2a) y con antisépticos también son utilizados por
seguridad ya que estos no dejan residuos en leche ni carne, ademas que se evita la
resistencia bacteriana y se reduce el riesgo de inactivacion por el material purulento

como es el caso de los antibioticos (Bulent et al., 2015).

En los ultimos afios el ozono se ha incluido en el tratamiento de patologias del aparato
reproductivo en vacas lecheras, mejorando su eficiencia reproductiva, ademas que no
hay acumulo de residuos en leche, carne u otro tejido, evita la resistencia bacteriana y
no se ha documentado efectos adversos ni reaccion anafilactica tras su aplicacion
(Burici¢ et al., 2015). Sin embargo, hay que considerar que especificamente para

endometritis subclinica atn no existe un tratamiento eficiente (Dini et al., 2015).
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4.3.1. Tratamiento alopatico: Cefapirina benzatinica

La forma farmacéutica que se encuentra en el mercado es la suspension oleosa para

aplicacion intrauterina
4.3.1.1 Grupo farmacologico

La cefapirina benzatinica pertenece al grupo de antibioticos Beta-lactamicos, es una
cefalosporina de primera generacion (Plumb, 2010), tiene un amplio espectro de

actividad contra bacterias Gram (+) y Gram (-) (Thomson, 2003).
4.3.1.2 Farmacodinamia

La cefapirina ejerce su efecto bactericida inhibiendo la sintesis de mucopeptidos en la
pared celular, desarrollando una pared o barrera defectuosa sin estabilidad osmatica
(Plumb, 2010) que termina en la lisis de la bacteria, pero la accion de la Cefapirina
benzatinica es solo efectiva en células en crecimiento activo (Thomson, 2003).

La cefapirina benzatinica es resistente a la accion de la beta-lactamasas o
penicilinasas y es activa en un ambiente anaerdbico tal como se encuentra en un

proceso infeccioso del atero (Ahmadi & Ghaisari, 2005).
4.3.1.3 Parametros farmacocinéticos

Luego de la administracion intrauterina su absorcion es baja, reflejada en los bajos
niveles plasmaticos de 0.13 pg/ml a 1 a 3 horas después de la aplicacion de 500 mg
Cefapirina benzatinica (European Medicines Agency, 2001). Pasado las 12 horas de
aplicado el tratamiento con Cefapirina los niveles plasméticos estan por debajo de
valores detectables (0.01 pg/ml). Sin embargo, altas concentraciones de Cefapirina
benzatinica son detectables en el endometrio 10,4ug/g a las 8 horas pos tratamiento
(Irish Medicine Board, 2012), las concentraciones en el endometrio van disminuyendo
pero mantiene la concentracion minima inhibitoria (CMI) 0,81ug/g hasta las 24 horas
después de su aplicacion (Ahmadi & Ghaisari, 2005). Su periodo de retiro en leche es
de O dias y en carne de 48 horas.
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En una investigacion la infusion intrauterina de cefapirina benzatinica resulté en un
80% de curacion clinica y un 60% de curacion bacteriolégica en dos semanas de
tratamiento (Kasimanickam et al., 2005). En otro ensayo, en el que vacas
diagnosticadas con endometritis subclinica mediante citologia del contenido uterino,
fueron tratadas con Cefapirina benzatinica intrauterina las cuales mejoraron su
performance reproductivo (Runciman et al., 2008). Esto se observaba solo cuando la
administracion de 500mg de Cefapirina benzatinica se la realizaba después de los 26

dias postparto (Peter et al., 2008).

El resultado de la investigacion (Tabla 2) mostré que el tratamiento con Cefapirina
benzatinica es mas eficaz que la terapia hormonal (control), en este grupo encontraron
evidencia significativa (P<0.05) en la disminucion de células inflamatorias
especialmente neutrdfilos; luego de 14 dias de haber aplicado el tratamiento (Ahmadi
& Ghaisari, 2005).

Tabla 2 Comparacion de cambios citologicos del tratamiento con PGF2a y Cefapirina
benzatinica entre los 50-60 DPP.

Tratamiento N Neutroéfilos
Control PGF2a (1) 6 44.67+20.11c
Control PGF2a (2) 6 9.0045.11d

Metri-Care (1) 10 36.20+12.29a

Metri-Care (2) 10 5.70+3.26b

Valores con diferente letra en la misma columna tienen diferencia significativa (P<0.05). (1)=dia de
aplicacién del tratamiento, (2)=14 dias después del tratamiento.
Fuente. Ahmadi & Ghaisari (2005). The Effect of Intrauterine Cephapirin on Treatment of Endometritis
in Commercial Dairy Cattle (p 35-45). Iran.

4.3.2. Ozonoterapia
4.3.2.1 Generalidades

En la naturaleza el ozono es continuamente producido en la estratosfera por accion de
los rayos ultravioleta que fragmentan las moléculas de oxigeno atmosférico (O2) en

dos atomos de oxigeno altamente reactivos que por reacciones endotérmicos cada
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uno de estos atomos se combinan con una molécula de oxigeno intacto formando el
ozono triatdbmico (Oz) (Bocci et al., 2009). Artificialmente se obtiene utilizando un
generador de ozono médico en el que el oxigeno puro pasa a través de un gradiente
de alta tensién (5 -13 milivoltios “mV”), desencadenandose la siguiente reacciéon: 302
+ 68,400cal — 20g3; siempre resultando una mezcla de gases que comprende oxigeno

no menos de 95% y no mas del 5% de ozono (Bocci, 2006).

El Oz es 1,6 veces mas denso y 10 veces mas soluble en agua que el oxigeno; aunque
el O3 no es una molécula radical, es el tercer oxidante mas potente después de fldor y
el persulfato. El O3 es un gas inestable que no puede ser almacenado y debe ser
utiizado réapidamente, debido a que posee una vida media muy corta
aproximadamente de 40 min a 20 °C (Bocci, 2006).

El ozono como cualquier otro gas se disuelve en agua, ya sea del plasma o en los
fluidos extracelulares, o en el fina capa de agua que cubre la piel y en particular las

mucosas de la tracto respiratorio, reproductivo e intestinal (Bocci, 2005).
4.3.2.2 Uso de la ozonoterapia

En medicina veterinaria se ha venido utilizando por mas de 30 afios, como terapia
alternativa para ciertos trastornos como mastitis, metritis, endometritis, retencion de
membranas fetales, vaginitis, urovagina, laminitis y desordenes neuromusculares
(Burici¢ et al., 2015), en la clinica de pequefias especies de igual manera, la
ozonoterapia es eficaz en el tratamiento de desordenes inmunomediados,

osteoarticulares degenerativos, dermatopatias, etc. (Zamora, 2015).

Las propiedades del Oz lo convierten en una molécula altamente reactiva capaz de
inactivar bacterias, virus, hongos, levaduras, protozoarios, estimula el metabolismo del
oxigeno en los tejidos, activa el sistema inmune y exhibe una fuerte actividad
antinflamatoria y analgésica (Djuricic et al., 2012). Ademas, que optimiza los
mecanismos de regeneracion tisular, aplicado por via intrauterina estimula la
granulacion, epitelizacion y activa el metabolismo local del tejido endometrial (Burici¢
et al., 2015).
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Actualmente, el ozono es considerado como un agente terapéutico y preventivo en
varias condiciones obstétricas y ginecologicas en vacas lecheras, principalmente en
enfermedades puerperales (Calderon et al., 2016), al momento varias investigaciones
hacen evidente la eficacia del Os, logrando mejorar el performance reproductivo de
vacas tratadas en diferentes estadios y circunstancias del periodo postparto (Purici¢
et al., 2015).

4.3.2.3 Mecanismo de accion

El ozono reacciona inmediatamente tan pronto como sea disuelto en agua biologica
(solucion salina fisiolégica, plasma, linfa, orina, etc) donde tiene lugar la siguiente

reaccion: O3 + biomoléculas -0z + O°

Donde el oxigeno atdmico (O°) resultante se comporta como un atomo muy reactivo,
en orden de preferencia, el ozono reacciona con los acidos grasos poliinsaturados
(PUFA), antioxidantes como el &cidos ascorbico y urico, compuestos de tiol con grupos
-SH, tales como cisteina, glutation reducido (GSH) y la albumina y dependiendo de la
dosis de ozono con carbohidratos, enzimas, ADN y ARN; todos estos compuestos
actian como donantes de electrones y se someten a la oxidacion (Bocci, 2006). La

reaccion principal es:
R-CH=CH-R'+03 +H20 — R-CH=0 + R'-CH=0 + H202

Al minuto de la reaccién se obtiene una molécula de perdxido de hidrogeno (H2032)
(especies reactivas de oxigeno, ROS) (Bocci, 2006). El peréxido de hidrégeno,
lipoperoxidos, ozénidos y aldehidos actian como mensajeros y se difunden al interior
de las células activando distintas rutas metabdlicas en eritrocitos, leucocitos y
plaguetas, dando lugar a numerosos efectos biolégicos y terapeuticos del Oz (Schwartz
& Martinez, 2012).

El Ozono tiene un efecto inmunomodulador, especificamente en leucocitos. Los ROS
se difunden al interior de la célula y activan al factor nuclear (NF-kB) responsable de
modificaciones génicas para la produccion de muchos tipos de proteinas incluyendo

citosinas (Larinna et al., 2015); que activan células inmunes entre ellos tenemos IFN
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Y, TNF q, IL-2, 6, 8 y factor estimulante de colonias de granulocitos-monocitos (GM-
CSF) (Bocci, 1996).

Activacion de
Segundos genes

Tiene lugar en:
LEUCOCITOS

Inductor O3 mensajeros:
\ H202 Transcripcion
. /] Lipo-pardxidos
;.j,::" ¥ | Czonidos
ariD | Aldehidos

Sintesis de
proteinas

Liberacion de
citocinas

Figura 4 Mecanismo de accion del ozono como regulador de la sintesis de citosinas.
Fuente: Menéndez et al., (2008). El ozono: aspectos basicos y sus aplicaciones clinicas (p 1-9) La

Habana. Centro de Investigaciones del Ozono.

El ozono tiene amplio espectro de actividad bactericida, es capaz de eliminar bacterias
Gram (+) y Gram (-) incluyendo Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli; ambas
bacterias son tremendamente resistentes a los antibiéticos. La capacidad germicida
del O3 se debe basicamente a su alta capacidad oxidante sobre la pared bacteriana
(Bocci et al.,, 2009), a través de la oxidacion de fosfolipidos y lipoproteinas
estructurales (Elvis & Ekta, 2011) alterando la funcion y permeabilidad selectiva de la
membrana celular conduciendo a la lisis bacteriana (Cho et al., 2014). Algunos
estudios han demostrado que el Os desnaturaliza componentes intracelulares
incluyendo la oxidacion de proteinas, dafio del ADN plasmidico y disminuye la
actividad enzimética citosolica de la bacteria (Zhang et al., 2011).

Es suficiente una exposicion de 10 — 30 segundos con Os para eliminar un nimero
significativo de bacterias, aproximadamente un 98% (Elvis & Ekta, 2011). Este hecho
lo convierte en un germicida general de amplio espectro ante el cual no actian los

mecanismos clasicos de resistencia bacteriana (Puricic¢ et al., 2015).
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Figura 5 Representacion del efecto bactericida del Os.
Fuente: Colorado Medical Waste, Inc (2010) Effect of Ozone on Bacteria. Oakland

El ozono tiene un mecanismo dual antiinflamatorio y analgésico, logra estos efectos
actuando sobre diversos blancos: disminuyendo la produccién de mediadores de la
inflamacion, la oxidacion de algunos mediadores de la inflamacion y mejorando la
microcirculacién sanguinea local, mejorando de esta manera la entrega de oxigeno a
los tejidos, lo cual estimula la regeneracion de estructuras anatémicas, eliminacion de

toxinas y resolucién del disturbio que gener6 el dolor (Schwartz et al., 2012).

El efecto antiinflamatorio del ozono se basa en su capacidad para oxidar compuestos
gue contienen enlaces dobles, entre ellos el &cido araquidonico y las prostaglandinas,
estas Ultimas son sustancias biolégicamente activas que se sintetizan a partir de dicho
acido y que participan en grandes concentraciones en el desarrollo y en el
mantenimiento del proceso inflamatorio (Menéndez et al., 2008). EI mecanismo
analgésico del ozono es activar mecanismos analgésicos enddgenos que llevan a
incrementar la concentracion de endorfinas que tienen efecto analgésico. El

tratamiento con ozono produce un efecto a corto y largo plazo (Schwartz et al., 2012).
4.3.2.4 Concentracion y dosificacion

Debemos conocer la dosis Optima para lograr un efecto terapéutico sin ninguna

toxicidad. Para lograr efectos positivos es importante conocer la concentracion de Os,
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volumen del gas, tiempo de exposicion como también el volumen o peso de los

sustratos, particularmente de los componentes reductores (Bocci, 1996).

En medicina humana, se utilizan concentraciones de ozono-oxigeno entre 1 — 100
pg/ml (Schwartz et al., 2012). En medicina veterinaria, las concentraciones utilizadas
van desde 6, 30, 50 y 70 pug/ml (Freire, 2011), dependiendo de la via, el vehiculo y la

forma de aplicacion del Oz (Burici¢ et al., 2015).

La dosis total de Os es equivalente al volumen del gas (ml) por la concentracion del Os

(ug/mi)

Por ejemplo:
Volumen (100ml)x Concentracion (40pg) = 4000ug 6 4mg de Ozono

Para trabajar con agua ozonificada es recomendable utilizar agua ultra pura, en este
caso el Oz se disuelve en el agua y su concentracion es estable y equivalente al 25%,
luego de 5 — 6 minutos de burbujeo. La solubilizacién del Oz esta de acuerdo a la ley
de Henry (1803), donde indica que la concentracion de saturacién de un gas en agua

es proporcional a su concentracion (Bocci, 2006).

Es importante utilizar las concentraciones adecuadas, ya que bajas concentraciones
no lograran las propiedades terapéuticas del Os, 0 por otra parte altas concentraciones
de Os significaria altos niveles de ROS (H202) que podrian superar los mecanismo

antioxidantes y producir dafio celular (Larinna et al., 2015).

4.4. Impacto econdmico de la endometritis subclinica sobre la fertilidad en hatos

lecheros

La rentabilidad en hatos lecheros se debe principalmente a la produccion de leche y a
la eficiencia reproductiva. En general, se busca prefiar a una vaca tempranamente y
se ha establecido un intervalo interparto entre 12 a 13 meses (Arbel et al., 2001), y una
ampliacion sobre los dias abiertos afecta de manera directa sobre intervalo interparto,

aumentando los costos por dia en 1 a 3 dolares por vaca en los Estados Unidos
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(Cattaneo et al., 2015). Por otro lado, una de las principales causas de descarte de
vacas es por infertilidad y los granjeros toman en cuenta varias razones para el
descarte (partos, produccion de leche, etapa de lactacion, enfermedades) (Grohn &
Rajala-Schultz, 2000).

A nivel mundial existen algunas medidas o indices para evaluar la eficiencia
reproductiva en hatos lecheros, entre estos tenemos intervalo entre partos (lIP),
Intervalo parto celo (IPCe), intervalo parto concepcion (IPCo), intervalo parto al primer
servicio, tasa de concepcion al primer servicio, nimero de servicios por vaca, dias
abiertos, etc. (L6f, 2012).

Los costos asociados con la ineficiencia reproductiva incluyen el incremento intervalo
interparto, incremento del descarte y remplazo, incremento de los costos de labores
asociados con la inseminacion artificial e intervenciones veterinarias (Shalloo, Cromie,
& McHugh, 2014), perdidas en la produccion de leche debido a los dias abiertos
involuntarios y perdidas por ternero no nacido, estos costos estan representados por

dolares por vaca al dia (Cattaneo et al., 2015).

4.4.1. Intervalo parto-celo (IPCe)

También se lo conoce como dias de Lactacién al primer celo observado que indica el
momento del reinicio de la actividad ovérica y es una medida indirecta de la deteccién
celo antes del servicio (Gonzalez-Stagnaro, 2001). En la década de los setenta el IPCe
se encontraba entre los 14 a 21 dias después del parto y actualmente en vacas
lecheras el promedio de IPCe es de 29 a 43 dias; sin embargo el IPCe se esta
incrementando debido al balance energético negativo durante el periodo postparto
temprano, lo cual reduce las ondas pulsétiles de LH y retrasa la reanudacion de la
actividad ovarica (Lucy, 2001). Para su calculo se utiliza la siguiente formula:

IpC Suma de los dias desde el parto hasta el pimer celo observado en el periodo
e =

Nuamero de vacas

Manuel Marcel Enriquez Morocho
Hugo Marcelo Maldonado Pauta 24



- UNIVERSIDAD DE CUENCA

N
UNIVERSIDAD DE CUENCA)

4.4.2. Intervalo parto concepcién al primer servicio (IPCo)

Se la denomina como dias abiertos o vacios de vacas gestantes y se utiliza para su
calculo animales en gestacion (Gonzélez-Stagnaro, 2001). Este indicador es facil de
calcular y entenderlo, sin embargo esta influenciado por el manejo del hato, como por
ejemplo el tiempo de espera voluntario, que se lo define como el tiempo transcurrido
entre el parto y cuando le administrador decide que la vaca esta lista para ser servida
(Lof, 2012). Los dias abiertos promedio se encuentra entre los 85 - 100 dias (Brett &
Meiring, 2015), incluso puede extenderse hasta 125 dias, sin embargo servicios
postparto muy tempranos (<90 dias) disminuye el nivel de produccién de leche
(Gonzalez-Stagnaro, 2001). El IPCo se puede calcular con la siguiente formula:

IpC Suma total de los intervalos parto concepcion de las vacas preiiadas
0=

Numero de vacas gestantes
4.4.3. Tasa de concepcion al primer servicio

La tasa de concepcidn puede ser especifico para un servicio y puede analizarse por
separado e incluyen todas las vacas, incluso las vacas eliminadas posteriormente
siempre y cuando se tenga el diagnéstico de prefiez al momento de su eliminacion o
venta (Gonzalez-Stagnaro, 2001). Los porcentajes de prefiez al primer servicio
deseado son de 50 - 60% en vacas productoras (Brett & Meiring, 2015), sin embargo
el indice de concepcion al primer servicio puede ser del 39% y se afirma que la
tendencia genotipica y fenotipica sobre este indice es de 0,45% menos por afio en
Estados Unidos, mientras que en Reino Unido es del 1% (Pryce & Veerkamp, 2001).
Para el calculo del porcentaje de concepcion al primer servicio se utiliza la siguiente

formula:

Total de vacas al primer servicio que gestaron

% Concepcion ler servicio = ~ -
Numero de vacas que fueron servidas
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

Tabla 3 Materiales

Materiales
Fisicos Quimicos Biolbgicos
Registros del hato Gas ozono Vacas
Holstein

Hoja de campo

Cefapirina benzatinica
500 mg en suspension

Microscopio Olympus, Mod:

Solucién destilada

CX31RBSFA estéril (USP tipo I1)
Equipo Ozonificador (Bioline BL-X2) | Reactivo de Giemsa
Citocepillo Alcohol al 70%

Catéter rigido y flexible

Agua destilada

Camisas de proteccion

Yodo Povidine 5%

Jeringas de 60 ml

Entellan

Guantes quirdrgicos desechables

Xilol

Guantes ginecoldgicos

Solucién Buffer de Gurr

Gel lubricante

Papel absorbente

Portaobjetos

Cubreobjetos citoglass 24 x 50 mm

Vasos coplin

Vaginoscopio

Linterna

Ecoégrafo Mindray Mod: DP-6600Vet

5.2. Métodos

5.2.1. Seleccién de animales y disefio experimental

Para esta investigacion las vacas fueron seleccionadas de la “Granja Nero”y la “Granja
Irquis” de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, perteneciente a la Universidad de
Cuenca y la Hacienda “Cumbesa”, desde febrero a noviembre de 2016 (Anexo 1). La
“Granja Nero” esta ubicada en la Provincia del Azuay a 12.5 km del canton Cuenca a
3.100 msnm, con una temperatura promedio de 8 °C y una pluviosidad que varia de
500-1000 mm anuales. La “Granja Irquis” esta ubicada en el km 23 de la via Cuenca

— Girdn, en la parroquia Victoria del Portete, a 2663 msnm, tiene un clima templado
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frio con una temperatura promedio de 8°C y una pluviosidad que varia de 770 y
1000mm anuales. La hacienda Cumbesa esta ubicada en el Km 15 de la Via Cuenca-
Cumbe, a una altura de 2.640 msnm, perteneciente a la provincia Azuay, tiene un clima
templado frio con una temperatura promedio de 8°C a 22°C y una pluviosidad que

varia de 800 - 1500 mm anuales (Anexo 2).

Se incluyo vacas multiparas entre los 34 y 47 DPP, clinicamente sanas y que no hayan
presentado enfermedades metabdlicas, multiparas, con una condicioén corporal de 2,5
— 3, segun la clasificacion del NIRD (National Institute of Research in Dairying),
alimentadas con una dieta basal de pasto y alimento balanceado. Las vacas en estudio
fueron seleccionas por medio de los registros reproductivos existentes en cada una de

las granjas.

A estos animales se valor6 el grado de inflamacion y prolapso del anillo de Burdi
mediante vaginoscopia, utilizando una escala 1 a 5, siendo uno totalmente protruido e
inflamado y cinco sin inflamacion ni protrusion (Anexo 3); luego se practicé una

citologia endometrial utilizando la “técnica de cytobrush”y se los dividié en tres grupos:

e G1 (n=30) se aplicé 500mg de CB en suspension via intrauterina.

e G2 (n=30) se aplic6 45 pug/ml de Os en 60 ml de agua destilada tipo Il estéril por
via intrauterina.

e G3 (n=30) se consider6 como el grupo testigo y fueron vacas que no
presentaron ES.

5.2.2. Técnica de cytobrush y evaluacion citolégica

El diagndstico de ES se lo realizé6 mediante citologia endometrial utilizando la técnica
de cytobrush descrita por Kasimanickam et al., (2005). El método consiste en conectar
el citocepillo a una pistola de transferencia de embriones, el cual se adapta a la
bayoneta de la pistola y se lo protege con un catéter flexible de inseminacion artificial,
luego se coloca una camisa sanitaria para evitar la contaminacién vaginal; luego se
atraviesa por la cérvix hacia la base del cuerno de mayor tamafio y se exterioriza el

citocepillo. La muestra se toma girando el citocepillo en direccion de las manijas del
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reloj, luego es reintroduce el cepillo para sacarlo del Utero. Las placas para el examen
citolégico fueron preparadas haciendo rodar el citocepillo en el portaobjetos limpio,
luego se fijo la muestra con citofijador (Kasimanickam et al., 2005) (Anexo 4). Las
muestras fueron llevadas al laboratorio Clinico de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Cuenca para ser tefiidas mediante Giemsa
modificado, para su conservacion se utilizé un medio de montaje con Entellan (Anexo
5). Posteriormente se remitieron las placas para un segundo andlisis al Centro de
Diagnostico y Estudios Biomédicos de la Facultad de Ciencias Médicas de la

Universidad de Cuenca (Anexo 5).

Se prepar6 dos placas de citologia endometrial y fueron evaluadas por dos ocasiones
cada placa, contando cien células al azar utilizando el aumento de 10x y 40x (Olympus,
Mod: CX31RBSFA) obteniendo el porcentaje de PMNs (Anexo 7). Los animales
diagnosticados con ES fueron aplicados Os o CB al azar después de 24 horas de
obtener el resultado (Anexo 8). Luego de 72 horas se realizé una segunda citologia

endometrial de la misma manera como se explicd anteriormente.
5.2.3. Andlisis estadistico

Los datos fueron procesados en el software de analisis estadistico SAS 9.3 para
Windows 10. Se utilizé6 un modelo lineal general mixto (PROC GLIMIX) para determinar

la significancia de los tratamientos.
5.2.4. Andlisis econGmico

Para determinar el impacto econdémico sobre el Intervalo parto celo, intervalo parto
concepcion y porcentaje de prefiez de los tratamientos se utilizd los siguientes

paradmetros:
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Tabla 4 Pardmetros reproductivos para la determinacion del impacto econémico de los
tratamientos

Simbolo Pardmetro Unidad de medida
L/V305d Promedio de litros en 305 dias de lactancia Litros/dia/vaca

$/L Precio promedio de litro de leche Dolaresl/litro

$/Th Precio comercial de ternera Dolares/ternera
$/Tm Precio comercial de ternero Dolares/ternero

CIA Costo promedio de servicio Dolares/servicio
CVET Costo por intervenciones veterinarias Dolares/Servicios

veterinarios

$/hVaq Costo por labor hora del vaquero Ddélares/hora/vaquero

CMED Costos de medicamentos por tratamiento Ddlares/medicamento

TD Tasa de descarte por infertilidad Porcentaje

$/VAC Precio comercial de vacona de reemplazo Délares/vacona

$/VDES | Precio comercial de vaca de descarte Dolares/Vaca de
descarte

DAI Dias abiertos involuntarios Dias

Para valorar el costo sobre el parametro parto celo (IPCe) se consider6 un periodo de
espera voluntario de 60 dias propuesto por Brett & Meiring, 2015. En los costos se

incluyo los rubros de diagnostico, tratamiento (CB y Os) y labor de deteccion de celo.

En el analisis econdmico sobre el intervalo parto concepcion al primer servicio (IPCo)
se utilizé la metodologia propuesta por Cattaneo et al., 2015, los cuales consideran los
costos por pérdida en produccion de leche debido a la extensién involuntaria de los
dias de lactancia, perdida por ternero no nacido, intervenciones reproductivas (lA,
examinaciones ginecoldgicas, tratamientos médicos) y costo de remplazo debido a
infertilidad. La suma de estos items representa las pérdidas econémicas por dias

abiertos involuntarios y son expresados en dolares/vaca/dia.
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Para estimar el impacto econdmico de los tratamientos sobre el porcentaje de
concepcion al primer servicio se utilizé la metodologia de calculo propuesta por De

Vries et al., 2010, en donde considera la diferencia entre los beneficios esperados en

la préxima lactancia y los costos de prefiez.
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6. RESULTADOS

6.1. Efecto de los tratamientos sobre la endometritis subclinica

El total de animales que se incluyé en el estudio fueron 90, se dividio en tres grupos
G1 CB (n=30), G2 O3 (n= 30) y G3 testigo (n= 30) con las siguientes caracteristicas
(tabla 5): el promedio de partos fue de 2,6 + 0,13; 2,8 + 0,19 y 2,6 + 0,18
respectivamente (Anexo 9); las citologias endometriales obtenidas mediante la técnica
de cytobrush se las realiz6 entre los 40,97 + 0,833 para G1; 40,43 + 0,832 para G2 y
40,6 £ 0,76 DPP para G3 (Anexo 10), en la evaluacion del Anillo de Burdi se obtuvo
unrango de 3,57 £0,171; 3,63 £ 0,162y 3,7 + 0,16 para G1, G2 y G3 respectivamente,
(Anexo 11); la condicion corporal promedio de las vacas fue de 2,7 + 0,04 para los dos
primeros grupos y 2,74 = 0,032 para G3 (Anexo 12).

Tabla 5 Caracteristicas generales del grupo de animales seleccionados

} Numero de . Anillo de Condicién
Tratamiento Dias postparto .
partos Burdi corporal
G1 (n=30) 2,6 +0,13 40,9 +0,83 3,6+0,17 2,7 +0,04
G2 (n=30) 2,8+0,19 40,4 + 0,83 3,6 +0,16 2,7+0,04
G3 (n=30) 2,6 +0,18 40,6 + 0,76 3,7+0,16 2,7 +0,03

* Primer anillo de la cérvix evaluada en escala 1 a 5, siendo 1 totalmente protruido e inflamado y 5 sin inflamacion
ni protrusion.
G1= Cefapirina benzatinica en suspension, G2= Agua destilada tipo Il ozonificada, G3= Grupo testigo

El porcentaje de PMNs encontrado entre los 34 a 47 DPP fue 16,2 £ 0,09% para G1,;
15,1+0,09% para G2, en el caso del grupo testigo conformado por vacas sanas el
promedio fue de 3,4 + 0,19% (Anexo 13), luego de 72 horas de haber sido aplicados
los tratamientos se evalué su efecto sobre el porcentaje de PMNs mostrando una
diferencia significativa (P <0,0001) entre G1=6,2 + 0,04% y G2= 3,2 £+ 0,05%, de igual
manera, G1 frente a G3 (2,9 £ 0,15) presenté diferencia significativa (P<0,0001), por
otro lado G2 no presenta diferencia estadistica al compararlo con G3 (P>0,05) (Anexo
14), es decir que el G2 alcanzo un porcentaje cercano de PMNSs a las vacas sanas del
G3 (Tabla 6).
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Tabla 6 Efecto terapéutico de los tratamientos

. PMNs 34-47 DPP PMNs 72 horas post-tratamiento
Tratamiento

(%) (%)
Gl 16,2+0,09 6,2 £0,042
G2 15,1+ 0,09 3,2 £0,05
G3 3,4+0,19 2,9+0,15°

ab diferentes en la misma columna presentan diferencias significativas para un P<0,05
PMNs= Células polimorfonucleares en muestras de citologia endometrial
G1= Cefapirina benzatinica en suspension, G2= Agua destilada tipo Il ozonificada G3= Grupo testigo

Al comparar el efecto de tratamientos sobre el porcentaje de PMNs se observa una
diferencia de 17,1% de eficacia para la solucion ozonificada sobre la cefapirina

benzatinica, mientras que la variacion en el grupo testigo fue de 14,7% (Figura 6).

Porcentaje de diferencia del efecto de
los tratamientos

B % Diferecncia

[S9)
0
~

61,7

14,7

G1 G2 G3
TRATAMIENTOS

Figura 6 Diferencia del efecto de los tratamientos

En la tabla 7 se muestra el andlisis de correlacion entre PMNs y DPP (34 y 47) en
donde se determiné una relacion inversa de 0,224 (P<0,05) (Anexo 15). En cambio, la
correlacion entre PMNs y CC no fue significativa (P>0,05) obteniéndose valores bajos
(0,143) (Anexo 15). Por otra parte, la relacion entre PMNs y Anillo de Burdi se encontrd

una asociacion inversa baja (rxy = 0,042), pero no fue significativo (P>0,05) (Anexo 17).
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Tabla 7 Correlacidon del porcentaje de polimorfonucleares

Variables N° Ixy P
PMNs - DPP 90 - 0,224 0,006
PMNs - CC 90 0,143 0,276
PMNs - AB 90 -0,042 0,690

PMNs= Células polimorfonucleares en muestras de citologia endometrial
DPP= dias postparto; CC= Condicién corporal; AB= Anillo de Burdi

6.2. Efecto de los tratamientos sobre el intervalo parto celo, intervalo parto

concepcion y porcentaje de prefiez

Al analizar el efecto de los tratamientos sobre el intervalo parto celo (IPCe) en G1 fue
94,2 £ 0,06; G2 89,1 + 0,07 y G3 84,7 £ 0,07 dias, sin mostrar diferencia estadistica
(P>0.05) entre los tratamientos (Anexo 18). En el pardmetro intervalo parto concepcion
(IPCo) al primer servicio se obtuvo 105,2 + 0,06; 96,3 + 0,05 y 99,5 + 0,07 dias para
G1, G2 y G3 respectivamente, en donde los tratamientos no muestran diferencia
estadistica (P>0.05) (Anexo 19). Por otro lado, el porcentaje de prefiez al primer
servicio en G2 fue numéricamente superior (63,3 + 0,20) a G1 (43,3 £ 0,17) y a G3
(36,7 £ 0,22), sin embargo, los tratamientos no presentaron diferencia estadistica

(P>0.05) (Anexo 20), como se muestran en la tabla 8.

Tabla 8: Efecto de los tratamientos sobre el performance reproductivo

Grupos Npr(l%;/g;ss (IdPig:) (Igigsc,)) % PR
G1 (n=30) 13 942+0062  1052+0,062 433+0,202
G2 (n=30) 19 89,1+007%  963+0052 633+0,172
G3 (n=30) 11 847+007%  995+0072 367+0222

abc diferentes en la misma columna presenta diferencias significativas para un P<0,05
G1= Cefapirina benzatinica en suspension, G2= Agua destilada tipo 1l ozonificada; G3= Grupo testigo
IPCe= Intervalo parto celo; IPCo= Intervalo parto concepcion; %PR= Porcentaje de prefiez
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6.3. Impacto econdémico de los tratamientos sobre el intervalo parto celo,
intervalo parto concepcion y porcentaje de prefiez

6.3.1. Costo de los tratamientos

El costo total para el tratamiento con cefapirina benzatinica fue de $717,36 y el costo
unitario $23,91 (Tabla 9), del cual el 56,87% ($13,60) representa el antibiotico, en
cambio el diagnéstico de ES fue el segundo rubro més representativo con un 30,68%
($7,34) y el 12,44% representan la mano de obra, servicios basicos, depreciacion de
equipos y otros ($2,97) (Figura 7). En cambio, el tratamiento con agua destilada tipo Il
ozonificada tiene un costo total de $442,98 y el costo por vaca $14,77 (Tabla 9), del
cual el 14,11% ($2,08) del costo total representa el ozono (Figura 8). La diferencia
entre el costo total de G1 con respecto al de G2 es de 38,26% ($9,14).

Tabla 9 Estructura de costos de los tratamientos

Estructura de costos de los tratamientos

Cefapirina Solucién

benzatinica ozonificada
Insumo Costo Unitario Costo Unitario
1. Laboratorio 220,08 7,34 220,08 7,34
2. Mano de obra 48,60 1,62 48,60 1,62
3. Equipos 6,63 0,22 27,04 0,90
4. Servicios basicos 0,06 0,00 2,06 0,07
5. Farmacos 408,00 13,60 62,50 2,08
6. Otros 34,00 1,13 82,70 2,76
TOTAL 717,36 23,91 44298 14,77
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Estructura de costos del tratamiento con 500mg de
cefapirina benzatinica
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Figura 7 Estructura de costos de la Cefapirina benzatinica

Estructura de costos del tratamiento con agua

destilada tipo Il ozonificada
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Figura 8 Estructura de costos del tratamiento con agua destilada tipo Il ozonificada
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En el caso de G3 el costo total del diagnéstico de Endometritis Subclinica fue $220,08
y el costo unitario $7,34 (Tabla 10), donde el costo mas representativo fueron los
materiales de laboratorio 51,25%, seguido por los costos de mano de obra 22,08%
($1,62). Los rubros de depreciacion de equipos, servicios basicos, desinfectantes y

materiales de campo suman 26,67% ($1,35) (Figura 9).
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Tabla 10 Estructura de costos del grupo testigo

Estructura de costos del grupo testigo

Insumo Costo Unitario
1. Materiales de laboratorio 112,79 3,76
2. Mano de obra 48,60 1,62
3. Equipos 6,63 0,22
4. Servicios basicos 0,06 0,00
5. Desinfectantes 18,00 0,60
6. Materiales de campo 34,00 1,13
TOTAL 220,08 7,34

Estructura de costos del grupo testigo
15,45

51,25
8,18

M 1. Materiales de laboratorio
M 2. Mano de obra
M 3. Equipos

M 4. Servicios basicos

M 5. Desinfectantes

22,08 M 6. Materiales de campo

Figura 9 Estructura de costos del grupo testigo

6.3.2. Impacto econOmico de los tratamientos sobre el intervalo parto celo

Para determinar el impacto econdémico sobre el intervalo parto celo se consideraron el
costo del diagndstico y tratamiento de ES mas el costo por deteccion de celos,
considerando un periodo de espera voluntario de 60 dias, a partir de este tiempo se
obtuvo un costo por dia de celo no observado de $2,12 (Tabla 11). El IPCe en G1
fueron 94,2 dias y se obtuvo un costo total de $72,40; en cambio en G2 fue menor
(89,1 dias), por lo tanto el costo total se redujo a $61,61 en comparacién con G1. Al
comparar el costo total de G2 frente a G3 hubo una diferencia de $9,32.
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Tabla 11 Impacto econdémico sobre el intervalo parto celo

Andlisis econdmico del Intervalo parto Celo

Costol/dia Gl G2 G3
IPCe (dias) 94,2 89,1 84,7
Diagnostico y tratamiento 0,80 27,26 23,19 19,69
Labor de deteccion de celo 1,32 45,14 38,41 32,60
Total costos/dia/vaca 2,12 72,40 61,61 52,29

IPCe = Intervalo parto celo
G1= Cefapirina benzatinica en suspension, G2= Agua destilada tipo Il ozonificada; G3= Grupo testigo

Para estimar el impacto econdmico de los tratamientos sobre el intervalo parto
concepcion se considero 90 dias como el tiempo aceptable para prefiar una vaca, por
lo tanto se calculd los costos por las pérdidas en leche, perdida por ternero no nacido,
intervenciones reproductivas y perdidas por descarte debido a infertilidad,
estableciendo el costo por dia abierto de $5,79 (Tabla 12), en donde las perdidas por
lactancia por vaca en G1 y G2 fue de $100,15 y $39,59 respectivamente, por otro lado,

en grupo testigo alcanzé un costo total por vaca de $82,81.

Tabla 12 Impacto econdmico sobre el intervalo parto concepcién

Andlisis econdmico del Intervalo parto concepcion

Pérdida/dia Gl G2 G3
IPCo 105,20 96,30 99,50
Pérdidas en leche 2,22 33,68 13,96 21,05
Pérdidas por ternero no nacido 0,96 14,62 6,06 21,05
Intervenciones reproductivas 0,54 20,38 6,53 21,05
Descarte por infertilidad 2,07 31,48 13,05 19,67
COSTO TOTAL 5,79 100,15 39,59 82,81

IPCo= Intervalo parto concepcion
G1= Cefapirina benzatinica en suspension, G2= Agua destilada tipo Il ozonificada; G3= Grupo testigo
Las formulas y datos considerados para el célculo de estos costos se encuentran en el anexo 24

Para evaluar el impacto econdémico de los tratamientos sobre el porcentaje de prefiez
se estimo el valor de la prefiez que equivale a la suma de diferencias entre los ingresos
por venta de leche, venta de ternera menos los costos de remplazo, alimentacion,
inseminacién artificial y costos por tratamientos reproductivos, obteniéndose los
siguientes resultados: para G1 y G2 los ingresos esperados por vaca prefiada fue de
$686,54 y $695,69, respectivamente (Tabla 13), y al proyectar por el total de vacas
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gue gestaron en cada grupo se espera un ingreso total de $8829,70 para G1 (13) y
$13218,10 para G2 (19). En cambio, en G3 (11) el ingreso esperado es $703,12 con
un ingreso total de $7734,32, siendo este valor menor a los dos tratamientos antes

mencionados.

Tabla 13 Impacto econémico sobre el intervalo parto concepcion

Analisis econdémico sobre el porcentaje de prefiez

Gl G2 G3
Porcentaje de prefiez 43,30 63,30 36,70
Numero de lactancia promedio 2,43 2,36 2,36
Ingresos/venta de leche 2044,80 2044,80 2044,80
Ingresos/venta de terneros 360,67 360,67 360,67
2Costo de reemplazo 1553,09 1553,09 1553,09
Costo de alimentacion 114,77 114,77 114,77
Costo por 1A 27,15 27,15 27,15

Costo/tratamiento reproductivo 23,91 14,77 7,34
lIngresos esperados por prefiez 686,54 695,69 703,12
Numero de vacas prefiadas 13 19 11
Total ingresos 8925,06 13218,10 7734,32

G1= Cefapirina benzatinica en suspension, G2= Agua destilada tipo Il ozonificada; G3= Grupo testigo

IA= Inseminacion Atrtificial

lingresos esperados por prefiez= (Ingreso de la venta de leche + Ingreso de venta de terneros) — (Costo de
reemplazo +Costo de la alimentacion + Costo por IA + Costo tratamiento reproductivo)

2Costo de reemplazo = Costo de la vacona de reemplazo — Costo vaca descarte
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7. DISCUSION

7.1. Efecto de los tratamientos sobre la endometritis subclinica

Los PMNs y CC no presentaron correlacion (P= 0,276), esto nos indica que la CC no
afecta a los resultados obtenidos en esta investigacion, debido a que una CC <2,5
puede ser un factor predisponente de ES en vacas en periodo postparto, como lo
demuestra Carneiro et al. 2014, en donde vacas con baja CC (<2,5) tienen mayor
incidencia de ES, ademéas Kasimanickam et al. 2013, evaltan vacas lecheras con
inflamacion del Gtero entre 1-35 DDP, y observan que el 66.7% de estos animales
persiste con una inflamacion del Utero dos semanas después de la primera evaluacion,
perdiendo en este periodo 0,5 puntos de CC, mientras el resto conservo la CC y se

recupero naturalmente 1 a 5 semanas después del parto.

En la variables de los DPP presenté una correlacion inversa con un valor rxy= 0,224,
siendo esta relacion significativa (P=0,006), lo que se interpreta que a medida que
pasan los dias postparto disminuye el porcentaje de PMNs en el endometrio, como lo
afirma Kasimanickam et al. 2013, que a medida que avanza la recuperacion histolégica
en los dias postparto el porcentaje de PMNs va disminuyendo.

El anillo de Burdi y los PMNs presentaron un relacion inversa baja (ry= 0,042)
(P>0.05), es decir que conforme aumentan los DPP el prolapso e inflamacién del anillo
de Burdi disminuye, como lo demuestra Hartmann et al. 2016, al relacionar la
inflamacion de la cérvix con la inflamacién uterina en vacas lecheras en el periodo
postparto, y encuentran que el 66,3% de las vacas presentan cervicitis, pero no
presentan ES (P> 0,05), de igual manera Deguillaume et al. 2012 no encuentra
asociacion entre la inflamacién del endometrio (%PMN =5) frente a la cervicitis (% PMN
26) entre los 21 a 60 DPP y concluyen que la presencia (ausencia) de cervicitis no fue

indicativa de la presencia (ausencia) de endometritis subclinica.

El porcentaje promedio de PMNs en esta investigacion fue de 16,17% para G1 y
15,13% para G2, valores cercanos obtiene Dini et al. 2015, en muestras recolectadas
alos 30 DPP obtuvo 10% y 20% para el grupo control y el grupo tratamiento, en cambio
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Dubuc et al. 2010 a los 38 DPP determinan 19% de PMN en un estudio realizado en
Canada en vacas Holstein. En cambio, el G3 present6 un 3,4% de PMNs, considerado
como valores normales en el periodo postparto de estudio, como lo sugiere Madoz,
2012 que vacas normales en el porcentaje de PMNs no deben superar el 5%, ya que
a partir de este umbral disminuye la eficiencia reproductiva. Todos estos valores
sugieren que la citologia endometrial que se utiliza para el diagnéstico de ES tiene alta

repetibilidad y especificidad.

El efecto de los tratamientos sobre los polimorfonucleares fue mayor en el ozono (3,2
+ 0,05) frente a la CB (6,2 + 0,04), por lo tanto los dos tratamientos disminuyen PMNSs,
como lo demuestra Ahmadi & Ghaisari, 2005, en donde aplicaron 500 mg CB entre los
50 — 60 DPP y obtuvieron un reduccion significativa (P<0,05) de PMNs de 36,20% a
5,70% 14 dias después de haber aplicado el tratamiento, de igual manera Trentin et
al. 2015, utilizaron 500 mg de ceftiofur en infusidén via intrauterina obteniendo un
reduccion en PMNs de 8.5 + 0.6% a 0.5 + 0.2% post tratamiento (P = 0.002).

Por otro lado, al ser una investigacion nueva que evalla el efecto del ozono sobre el
porcentaje de PMNs, no existe informacion suficiente para contrastar los resultado
obtenidos, sin embargo las investigaciones realizadas sobre ozonoterapia estan
dirigidas a evaluar el impacto del Os sobre el performance reproductivo, como se

analizard mas adelante.

7.2. Efecto de los tratamientos sobre el intervalo parto celo, intervalo parto

concepcioén y porcentaje de prefiez

El IPCe fue 94,2; 89,9 y 84,7 dias para el tratamiento con CB, Oz y grupo testigo
respectivamente, el IPCo al primer servicio de la CB, Oz y grupo testigo fue 105,2; 96,3
y 99,4 dias, mientras que el porcentaje de prefiez fue para CB 43,3; O3 63,3 y 36,7%

para el grupo testigo.

Kasimanickam et al. 2004, evaltan el efecto de la infusion de 500 mg CB aplicados via

intrauterina sobre el performance reproductivo de vacas Holstein entre los 21 — 30
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DPP; obteniendo un promedio IPCe de 84, IPCo de 106 dias y el porcentaje de prefiez
al primer servicio del 42% (P<0,05), presentando una diferencia mayor de 10,2 y 22
dias en el IPCe e IPCo respectivamente, mientras que el porcentaje de prefiez
presenta una diferencia de 1,3% a los obtenidos en esta investigacion, sin embargo
Robichaud & Dubuc, 2015 obtiene un porcentaje de prefiez de 33,9% al administrar
500mg de CB via IU en vacas diagnosticadas con ES entre los 35+7 DPP (P<0,01),

porcentaje inferior al obtenido en este estudio.

Por otro lado, Constatin & Birtoiu, 2016 aplicaron O3 por via intrauterina en vacas
Holstein determinando un promedio IPCe de 65,4 dias, IPCo de 112,3 dias y una tasa
de concepcion al primer servicio de 50%, valores inferiores a los obtenidos en esta
investigacién, a excepcién del IPCo (96,3 dias) fue mayor con una diferencia
aproximada 16 dias. En cambio, Polat et al., 2015 evaluan el efecto de la ozonoterapia
(<90 DPP) sobre el IPCo, en donde alcanza 129.4+9.0 y 125.0+13.1 dias para el
tratamiento con ozono y rifaximina respectivamente (P> 0,05), Duricic et al., 2014
investigan la eficacia del ozono en vacas Holstein diagnosticadas con ES entre los 25
— 45 DPP determinando IPCe de 106,86 dias y un IPCo al primer servicio de 133,5
dias; en ambos casos los valores son mayores a los valores encontrados en esta

investigacion (89,1 y 96,3 dias, respectivamente).

7.3. Impacto econdmico de los tratamientos sobre el intervalo parto celo,
intervalo parto concepcién y porcentaje de prefiez

Para determinar el impacto econdmico de los tratamientos sobre los pardmetros
reproductivos se calcul6 el costo unitario de los tratamientos, involucrando los costos
de laboratorio, farmacos, costos de mano de obra, servicios basicos, depreciacion de
equipos y otros; ademas se considero, los costos de deteccion de celo, las perdidas
por dia abierto, en donde incluyen perdidas por leche debido a extension de la
lactancia, perdidas por ternero no nacido, costos adicionales por intervenciones

reproductivas y costos por remplazo de vacas infértiles.
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Es importante evaluar el performance reproductivo en términos econémicos para
estimar la rentabilidad futura de cada vaca, como lo menciona Gréhn & Rajala, 2000
que la ineficiencia en el performance reproductivo afecta los ingresos netos de hatos
lecheros, debido a que se reduce la produccion de leche, el nimero de terneros
nacidos, incrementa los costos por servicios veterinarios y aumenta la tasa de descarte

por infertilidad.

Por lo tanto, en esta investigacion se avalué la influencia de los tratamientos sobre el
IPCe, IPCo y porcentaje de prefiez al primer servicio, sin embargo no presentaron
diferencia estadistica, pero en términos financieros existe una diferencia considerable
en el costo unitario de los tratamientos, siendo $14,77 para la solucién ozonificada y
$23,92 en el caso de la cefapirina, exhibiendo una diferencia de $9,15 por vaca tratada.

En el caso del IPCe se estableci6é un costo por dia de celo no detectado, a partir de los
60 DPP, de $2,12/vaca/dia (incluyen costos de labor deteccion de celo méas costo por
tratamiento), en donde el tratamiento con CB tiene un costo total de $72,40 frente al
agua destilada ozonificada de $61,61. Esta variacion se da por la diferencia de dias
entre G1y G2 (94,2 y 89,1 respectivamente); por lo tanto, el intervalo parto celo en G2
se reduce 5,1 dias aproximadamente en relacion a G1, lo que minimiza las pérdidas
econdémicas, como lo afirma Bilby, 2009 que el fallo en la deteccion eficiente del celo
acarrea problemas en los programas reproductivos, o que representa importantes

pérdidas econémicas para los ganaderos.

Para el célculo de los costos por dia abierto se tomé 90 dias como el tiempo 6ptimo
para prefiar una vaca, en donde se estimé un costo de $5,79/vaca/dia a partir de este
periodo (Anexo 24), que al multiplicar por el total de dias abiertos en cada tratamiento
se obtuvo un valor mayor para G1 con $100,15 y en el caso de G2 de $39,59
presentandose una diferencia de $60,56; esto se debe a la diferencia de dias abiertos
entre los tratamientos (105,20 y 96,30 respectivamente). Los costos por dia abierto
que obtiene LeBlanc, 2007 fue de $4,70 valores cercanos al de esta investigacion, sin

embargo estos montos pueden variar como lo afirma De Vries et al. 2010 en donde
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obtiene un valor por dia abierto entre $ 0.81 a $ 13.33 y puede aumentar conforme las
condiciones econdmicas empeoran, como por ejemplo menor persistencia y ausencia

de oportunidades de reproduccién después de 213 dias.

Sin embargo, Arbel et al. 2001 afirma que la rentabilidad de los hatos lecheros van a
depender de la produccion de leche y el performance reproductivo, resultando optimo
alcanzar un intervalo entre partos de 12 a 13 meses, pero al mismo tiempo en vacas
de alta produccion y persistencia seria ventajoso alargar el numero de dias abiertos
(IPCo de 90, 110, 130), debido a que los beneficios vacal/leche/afio van a ser

superiores asociados a una prolongacion de la lactancia.

Para establecer el valor de la prefiez se considero los ingresos por venta de leche y
terneros menos los costos de alimentacion, tratamiento reproductivo, IA y costo de
remplazo. En G1 se obtuvo una tasa de prefiez de 43,3% con un ingreso esperado de
$686,54/vacal/lactancia, en cambio para G2 la tasa de prefiez fue de 63,3% con un
ingreso estimado de $695,69/vaca/lactancia, marcando una diferencia de $9,15, pero
al multiplicar por el nUmero de vacas prefiadas en cada uno de los tratamientos (G1 =
13, G 2= 19) se obtiene un total de ingresos esperados de $8.925,06 para G1 y
$13.218,10 para G2.

De igual manera LeBlanc, 2007 establecio el valor de prefiez entre $300 a $600, esta
variacion depende del nimero de lactancias, nivel de produccién, dias en lactancia y
estado de prefiez, sin embargo estimar el valor de la prefiez se convierte en una tarea
dificil, pero puede ser util para proyectar cual sera el retorno econémico por vaca en la

préxima lactancia a nivel de campo.

Los parametros reproductivos que se evaluaron en esta investigacion estan por los
valores recomendados en muchos paises, como Estados Unidos, Canada, Gran
Bretafia, entre otros, sin embargo los ingresos y egresos de las granjas lecheras
dependeran en cada uno de estos paises, en donde estan influenciados por los costos

de produccidn, impuestos, precios en el mercado de insumos, alimento, etc.
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8. CONCLUSIONES
A partir de los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

El tratamiento alopatico y la solucion de agua destilada ozonificada reducen el
porcentaje de polimorfonucleares en vacas con endometritis subclinica en el periodo
postparto a las 72 horas post tratamiento, sin embargo el tratamiento con solucion de
agua destilada ozonificada a una dosis de 2,7mg en 60 ml es mas eficaz que la
cefapirina benzatinica en la disminucion de polimorfonucleares, logrando un mejor

efecto sobre la salud uterina en el periodo postparto.

La inflamacion y protrusion del anillo de Burdi ocurren de manera independiente a los

procesos inflamatorios subclinicos del endometrio (ES).

La presencia de polimorfonucleares esta inversamente asociado a los dias postparto,

es decir mayor los DPP menor el porcentaje de PMNSs.

Al evaluar el performance reproductivo entre los tratamientos no presentaron diferencia
estadistica, donde no se logra mejorar el intervalo parto celo, en cambio el intervalo
parto concepcion se mantiene dentro de los parametros normales; por otro lado el agua
destilada ozonificada tiene un mayor porcentaje de prefiez al primer servicio
comparado con el tratamiento alopatico, por lo tanto mejora la fertilidad en el periodo

postparto.

El impacto econdmico del tratamiento con solucion destilada ozonificada es positivo
en comparacion con el tratamiento alopatico, ya que disminuye los costos por
tratamiento en el intervalo parto celo y parto concepcion, ademas mejora el porcentaje

de prefiez y, por lo tanto puede mejorar la rentabilidad en un hato lechero.
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9. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos se exponen las siguientes recomendaciones:

Utilizar la solucion ozonificada para el tratamiento de endometritis subclinica en el
periodo postparto, por presentar un mejor efecto en la disminucion de

polimorfonucleares frente al tratamiento alopatico.

Continuar realizando investigaciones con ozono para aprovechar el potencial
antimicrobiano que posee frente a los antibiéticos, ademas que su bajo costo lo hace
rentable en sistemas lecheros y no produce efecto residual en los alimentos.
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11. ANEXOS

Anexo 1 Cronograma de actividades
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Actividad

Mes

Feb Mar Abr

May

Jun

Jul Ago | Sep

Oct

Nov

Seleccién de animales

Diagndstico de Endometritis subclinica
por citologia endometrial

Evaluacién de los tratamientos por
citologia endometrial

Envié de muestras al Facultad de
Ciencias Médicas

Diagndstico de prefiez 60 dias después
del primer servicio

Anexo 2 Ubicacion de las granjas

Ubicacion de la granja Nero

Fuente: Google Earth.

CGoogle earth,
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El'Cajas

aRicaurte,

\
Cumbe

5 /Bortete

%
\ Jima

Ubicacion Granja Irquis
Fuente: Google Earth.

Lugar de la investigacion

Ubicacion de la Hacienda Cumbesa
Fuente: Google Maps.
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Anexo 7 Evaluacion de PMNs de las placas citologia endometrial

Citologia Endometrial: Granja NERO, Vaca 430, Diagnéstico (+) 39% PMNs
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Citologia Endometrial: Granja Irquis Vaca 410, Diagnostico (+) 23% PMNs

Citologia Endometrial: Granja Irquis, Vaca 430, Tratamiento cefapirina benzatinica,
9% PMNs
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Citologia Endometrial: Granja Nero, Vaca 410, Tratamiento Ozono, 1% PMNs

Anexo 8 Preparacion de la solucién ozonificada y aplicacion de los tratamientos
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Anexo 9 Promedio de la variable del nimero de partos

Tratamiento Media | Error estandar Coeficiente de Variacion
1 2,6 0,13 27,85
2 2,8 0,18 36,81
3 2,6 0,18 38,59

Anexo 10 Promedio de la variable de los dias postparto

Tratamiento Media | Error estandar Coeficiente de Variacion
1 40,97 0,834 11,15
2 40,43 0,833 11,28
3 40,6 0,77 10,38

Anexo 11 Promedio de la variable de anillo de burdi

Tratamiento Media | Error estandar Coeficiente de Variacion
1 3,57 0,171 26,22
2 3,63 0,162 24,49
3 3,7 0,16 23,7

Anexo 12 Promedio de la variable condicion corporal

Tratamiento Media | Error estandar Coeficiente de Variacion
1 2,7 0,04 11,15
2 2,71 0,04 11,28
3 2,74 0,03 6,55

Anexo 13 Promedios de la variable polimorfonucleares entre los 34 a 37 dias postparto

Efecto | TX | Estimacién eslfgr?drar DF | t Valor Pr > Itl Mu

TX 2,783 0,08538 | 86 32,6 <,0001 | 16,166

2 TX 2,7169 0,08825 | 86 30,7 <,0001 | 15,133
TX 1,2238 0,1862 86 6,57 <,0001 3.4
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Anexo 14 Diferencias de minimos cuadrados — polimorfonucleares 72 horas post-

tratamiento

Efecto | TX | TX | Estimado | Mu es'fgno(;ar DF V"’}'ror Pr > Itl Ajuste ajus':t’a do
X 1 2 0,6721| 6,26| 0,03653 86| 10,7|<.0001 | Tukey-Kramer | <,0001
TX 3 0,7705 3,2| 0,05112 86| 11,86|<.0001 | Tukey-Kramer | <,0001
X 2 3 0,0984 2,9| 0,0537 86| 1,33|0.1877 | Tukey-Kramer | 0,3837

Anexo 15 Pruebas de correlacion de pearson de la variable dias postparto vs.
Polimornucleares pretratamiento

Coeficiente de correlacion de Pearson, N=90

Prob> Irl bajo HO: Rho =0

DPOSTP PMNs
DPOSTP 1,000000 -0,22366
DPOSTP 0,0341
PMN
Iniciales -0,22366| 1,000000
PMN
Iniciales 0,0341

Anexo 16 Pruebas de correlacion de pearson de la variable condicion corporal vs.
Polimornucleares pretratamiento

Coeficiente de correlacion de Pearson, N=90

Prob> Irl bajo HO: Rho =0

CcC PMNs
DPOSTP 1,000000 0,04607
DPOSTP 0,6663
BURDI 0,04607 1,000000
BURDI 0,6663
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Anexo 17 Pruebas de correlacion de pearson de la variable anillo de Burdi vs.

Polimornucleares pretratamiento

Coeficiente de correlacién de Pearson, N=90

Prob> Irl bajo HO: Rho =0

BURDI PMNs
DPOSTP 1,000000 -0,04096
DPOSTP 0,7015
BURDI -0,04096 1,000000
BURDI 0,7015

Anexo 18 Diferencias de minimos cuadrados — Intervalo parto celo

Efecto | TX | TX | Estimado | Mu Error 1 pE | valor T| Pr>Itl Ajuste P ajustado
estandar

X 1|2 0,05564| 94,2| 0,06448| 86 0,60| 0,549 | Tukey-Kramer 0,8196

TX 113 0,1071| 89,1 0,0663| 86 1,14 | 0,2565 | Tukey-Kramer 0,491

X 213 0,05141| 84,7| 0,06802| 86 0,54 | 0,5897 | Tukey-Kramer 0,8512

Anexo 19 Diferencias de minimos cuadrados — Intervalo parto concepcion

Efecto | TX | TX | Estimado | Mu Etror DF |Valor T | Pr>Itl Ajuste P ajustado
estandar

TX 1|2 0,08852| 105| 0,05942| 86 1,13| 0,2667 | Tukey-Kramer 0,5035

X 113 0,05737| 96,3| 0,05138| 86 0,64 | 0,5237 | Tukey-Kramer 0,7971

X 2 | 3] -0,03115| 99,4| 0,06648| 86| -0,37|0,7128]| Tukey-Kramer 0,9272

Anexo 20 Diferencias de minimos cuadrados — porcentaje de prefiez

Efecto | TX | TX | Estimado Mu E[ror DF | Valor T | Pr>Itl Ajuste P ajustado
estandar

X 1]12] -0,3795 | 43,3 | 0,2039 | 86 | -1,43 |0,1551 | Tukey-Kramer | 0,3279

X 1,3 0,671 | 633 | 0,1686 | 86 | 0,55 |0,5805 | Tukey-Kramer| 0,8443

TX 23| 05465 | 36,7 | 0,2216 | 86 | 1,96 |0,0529 | Tukey-Kramer| 0,1277
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Anexo 21 Plantilla de registro de la hoja de campo para el muestreo de citologia

endometrial
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Anexo 22 Plantilla de registro de la hoja de campo para el diagndstico de prefiez

Q) Qnsad | 9 ko b) QTV | 9|H[ST | ¥sBun | pis | T
- OnNIIIN | 9180 €Y Bal | 9)(s0|90| V0D TG | o

- anv3N | 91 k9| bl 7] ) HO[ €T | ¥sITNO| 92v7 | 6
)\ omlisy | 91[99]3% £V 91| To[0 | SDRI| ThE | 8
-~ 0Mwve3n | 91 kOJ ma 19 9/ £0JGQ | i DT | €TQ | ¢

19 QO s 91] 80 Q) 19 91]90]Ql | DT | FSE | 9

. wouvesy | 91| bol g 174" 9l)colch | O | TbE| s

¥ h\ anusad | 91|oi|3T Ih | al|9o(@ | Qv3N | T8¢| ¥
s QN3N 9]/to| 30 S9 91)20]70 | OV3N| heT| €

Bh Calsy 91| ro] 9\ b7 9|20/ tz | SvaT | GIG|
Bt 0N LS RN Gt 911c0lS| | vezenm| £G9| T
smoowsio | omwa | ST | oo | OB ] SN e | |

S01y4319v SvId

ZAN3dd 3a OJILSONDVIA A SOLY3IaY SvId

Manuel Marcel Enriquez Morocho
Hugo Marcelo Maldonado Pauta

69



NS ',_e._"‘ﬂ U0 55

<
O
Z
L
D
O
L
&
a)
<
o
%)
hd
L
=
=
-

Anexo 23 Plantilla de registro de la hoja de laboratorio para la evaluacion de PMNs
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Anexo 24 Datos y formulas para el calculo del intervalo parto concepcion

DATOS
ITEM PROMEDIO
Promedio produccion de leche por dia 14,20
Promedio de produccién de leche promedio por DAI 9,28
Precio de leche 0,45
Valor ternera 433,33
Valor ternero 72,68
Costo por inseminacion/frecuencia 27,15
Costo servicios veterinarios extras/frecuencia 0,04
Otros 0,45
% descarte por infertilidad 6,68
Precio de vacona de remplazo 1833,33
Precio de vaca de descarte 280,24
Costo de Alimentacion/dia 0,31
Costo labor de deteccién de celo/dia 1,32
Intervalo interparto deseado (dias) 375
Frecuencia 50

DAIl= Dias abiertos involuntarios

Pérdidas en leche por lactancia extendida

PL = (Yproduccién leche — X produccion leche lacatancia extendida) x precio leche

Pérdidas por ternero no nacido

(Valor ternera — Valor ternero)
PTnN =

Intervalo Interparto deseado
Intervenciones reproductivas extras

(Costo 1A + costos servicios veterinarios extras)

Frecuencia (dias)
Descarte por infertilidad

(% Descarte x (Precio vacona remplazo — Precio Vaca descarte)

DI =
Dias Abiertos Involuntarios
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