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RESUMEN 

El objetivo del presente estudio fue determinar la capacidad de la solución 

salina ozonizada (SSO3) para incrementar la cantidad de neutrófilos 

polimorfonucleares (NPMN) en endometrio y evaluar su efecto preventivo sobre la 

endometritis subclínica (ESC). Para ambos experimentos se aplicó por vía 

transcervical 50 ml de solución salina, al grupo control (CTRL) y 50 ml de solución 

salina ozonizada (6.5 + 0.5 ppm) al grupo tratamiento SSO3. En el experimento 1, 

se monitoreó durante las primeras dos semanas postparto a 38 vacas Holstein y se 

registró las que presentaron metritis (ENF); las vacas sin metritis se clasificaron 

como sanas (SAN). Posteriormente, cada grupo se subdividió en CTRL y SSO3; a 

los 55 días postparto se tomó una muestra citológica y se aplicó el tratamiento. 

Cuarenta y ocho horas después se tomaron nuevas muestras citológicas 

registrando el número de NPMN/200 células. En el experimento 2, se utilizaron 26 

vacas Holstein sanas, se dividieron en grupo control (CTRL) y solución salina 

ozonizada (SSO3). Se suministraron dos aplicaciones del tratamiento con intervalo 

de 7 días. La primera dosis a los 11.3+0.4 días postparto. Al día 30 postparto se 

realizó el diagnóstico de ESC (≥6% NPMN). Para ambos experimentos, se 

estableció un valor de P<0.05 como umbral de significancia estadística y P<0.1 

como indicador de tendencia. Los resultados del primer experimento indicaron que 

el grupo ENF presentaron mayor número de NPMN (13.9+6.2) que las vacas SAN 

(1.0+0.46). El grupo ENF-CTRL tuvieron mayor número de NPMN (17.0+9.6) 

comparado con SAN-CTRL (0.1±0.1). Dentro del grupo SAN-SSO3 (1.8+4.8) y 

SAN-ENF (10.4+8.1), así como el grupo SAN-CTRL (0.1+0.1) y SAN-ENF (1.8±5), 

no hubo diferencias estadísticas entre grupos. En el segundo experimento se 

observó una mayor proporción (P=0.09) de vacas con ESC en SSO3 comparado 

con CTRL (46.2 y 15.4%, respectivamente).  En conclusión, la aplicación 

transcervical de SSO3, no incrementa el conteo de NPMN en endometrio y aumenta 

el número de vacas con ESC. Los resultados sugieren que el tratamiento SSO3, 

pudiera tener un efecto antiinflamatorio. Palabras clave: puerperio, enfermedad 

uterina, prevención. 
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ABSTRACT 

This research aimed to determine the capacity of the ozonated saline solution 

(SSO3) to increase the number of polymorphonuclear neutrophils (NPMN) in 

endometrium and to evaluate its preventive effect on the subclinical endometritis 

(ESC). For both experiments, it was administered 50 mL of saline solution to the 

control group (CTRL) and 50 mL of ozonated saline solution (6.5 + 0.5 ppm) to the 

treatment group (SSO3). In the first experiment, 38 Holstein cows were monitored 

during the first two weeks post-calving, it was recorded the ones who had metritis 

(ENF); cows without metritis were classified as healthy (SAN). Subsequently, each 

group was subdivided into CTRL and SSO3; 55 days post-calving a cytological 

sample was obtained and the treatment was applied. Additional cytological samples 

were taken after 48 hours and the number of NPMN per 200 cells was recorded. 

Concerning the second experiment, 26 healthy Holstein cows were divided into the 

control group (CTRL) and the ozonated saline solution group (SSO3). It was applied 

two doses of treatment with 7 days interval. The first dose was infused 11.3+0.4 days 

post-calving. ESC diagnosis (≥6 % NPMN) was determined at 30 days post-calving. 

For both experiments, p<0.05 was the statistical significance threshold and P>0.1 

was considered as a statistical trend. Results from the first experiment showed that 

the ENF group had more NPMN (13.9+6.2) than the SAN cows (1.0+0.46). The ENF-

CTRL group presented a higher number of NPMN than the SAN-CTRL (17.0±9.6 vs. 

0.1±0.1, P <0.05) while the ENF-SSO3 and SAN-SSO3 groups (10.4±8.1 vs. 

1.8±4.8, P> 0.05) and SAN-CTRL and SAN-SSO3 (0.1±0.1 and 1.8±4.8, P> 0.05) 

were not different. In the second experiment, it was observed a higher proportion 

(P=0.09) of ESC cows in the SSO3 group compared to the CTRL group (46.2 and 

15.4 %, respectively). In conclusion, transcervical administration of SSO3 does not 

increase the NPMN count in the endometrium and increases the number of cows 

with ESC. These results suggest SSO3 treatment could have an anti-inflammatory 

effect. Keywords: puerperium, uterine disease, prevention. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

Las enfermedades reproductivas representan pérdidas económicas 

considerables en los establos lecheros. Estas pérdidas se derivan de la aplicación 

de tratamientos, descarte de la leche por residuos antibióticos, desechos 

involuntarios y por el incremento de días en los cuales la vaca no puede concebir 

(LeBlanc, 2008; Fouz et al., 2014). Durante el puerperio, casi el 100% de las vacas 

cursa por alguna enfermedad uterina: metritis, endometritis o endometritis 

subclínica (Sheldon et al., 2009). La principal terapia para combatir estas 

enfermedades es la antibiótica, sin embargo, el uso indiscriminado de antibióticos 

de amplio espectro contribuye a la generación de resistencia bacteriana; la cual 

avanza mucho más rápido que el desarrollo de nuevos medicamentos (O´Neill et 

al., 2016). Para mitigar este problema, existen terapias alternativas al uso de 

antibióticos que están dando buenos resultados, por ejemplo, la terapia con ozono 

(Travagli et al., 2009). El ozono es un gas inestable, más en altas concentraciones, 

la molécula de ozono es altamente reactiva, presenta actividad bactericida, 

fungicida, antivírica, antilevaduras y antiprotozoos. En la terapia médica son raros 

los efectos negativos en la salud humana y de animales (Bocci et al., 2006). 

Por otra parte, la endometritis subclínica (ESC) es un padecimiento que tiene 

una prevalencia de entre el 20 y 40% en establos lecheros (Barajas Merchan et al., 

2018). Las vacas que presentan enfermedades uterinas en el puerperio (metritis, 

endometritis, retención placentaria) tienen 60% más probabilidad de presentar ESC. 

Esta enfermedad disminuye en un 11% la tasa de concepción al primer servicio y 

un 14% la tasa de concepción general (Barajas Merchan et al., 2018). Además, 

impacta negativamente el desempeño reproductivo en los establos y es difícil de 

diagnosticar a nivel de campo ya que no presenta signos clínicos (Bogado y 

Opsoner, 2017). Debido a la alta prevalencia y al impacto negativo que tiene esta 
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enfermedad sobre el desempeño reproductivo, es necesario desarrollar estrategias 

para disminuir la cantidad de vacas que la presentan. 

Aunado a lo anterior, se ha observado que al aplicar ozono por vía inhalada 

induce actividad inflamatoria y existe liberación de factores quimiotácticos en 

pulmones de ratones, monos y conejillos de indias (Driscoll et al., 1993; Miller et al., 

2017; Wicher et al., 2017). Además, recientemente se ha demostrado que la terapia 

con ozono tiene la capacidad de regular la respuesta inmune en diferentes modelos 

experimentales (Di Mauro et al., 2019) Por lo tanto, es posible que la terapia con 

ozono en el endometrio pudiera ejercer un efecto proinflamatorio, incrementando 

las células de defensa (neutrófilos polimorfonucleares), sin embargo, esto no ha 

sido demostrado aún. 

La terapia con ozono se ha utilizado para prevenir o tratar enfermedades en 

ganado Holstein y Simmental. Para tratamiento de urovagina, a través de la 

aplicación de ozono en aerosol (Zobel et al., 2012). En el tratamiento preventivo de 

enfermedades como metritis y endometritis clínica, durante el puerperio, mejorando 

tasa de servicio por concepción (Djuricic, et al., 2012), y en la disminución en el 

periodo de dias abiertos (Zobel et al., 2014). A pesar de estos resultados, se 

desconoce con exactitud los mecanismos de acción a nivel de endometrio, así como 

su posible efecto modulador en la respuesta inmune. Finalmente, se desconoce si 

existe un efecto preventivo para endometritis subclínica. 

Por lo tanto, el objetivo de esta investigación fue determinar el efecto de la 

aplicación de ozono sobre la migración de neutrófilos polimorfonucleares hacia el 

endometrio y determinar su efecto preventivo en la endometritis subclínica. 
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II. ANTECEDENTES 

 

2.1 Importancia del desempeño reproductivo en establos lecheros 

La vida productiva de una vaca lechera inicia en su primer parto y termina 

con la eliminación de ésta del establo. Una baja producción de leche, una baja 

fertilidad o enfermedades pueden disminuir la vida productiva de la vaca (Orrego et 

al., 2013). El desempeño reproductivo es un elemento clave en la producción 

lechera porque está altamente asociado con la rentabilidad (LeBlanc, 2008; Fouz et 

al., 2014). Sin embargo, muchos son los factores que afectan este desempeño, por 

ejemplo, la nutrición, el número de lactación, la época de parto, enfermedades 

reproductivas, etc. (Lee et al., 2007; Mahnani et al., 2015). Aunado a esto, las 

enfermedades reproductivas son una de las principales causas de desecho 

involuntario en el establo lechero (Orrego et al., 2013; Fouz et al., 2014; Armengol 

y Fraile, 2018). Por lo tanto, es prioritario implementar estrategias y desarrollar 

herramientas que disminuyan las enfermedades que afectan la salud uterina. 

 

2.2 Puerperio 

La palabra puerperio proviene del latín Puer, que significa niño y Párere que 

significa parir. El puerperio comprende desde el parto, hasta la involución completa 

del órgano reproductor al estado anterior a la gestación. Durante el puerperio, el 

útero además de regresar a su estado anatómico anterior, también se prepara de 

manera fisiológica para recibir, anidar, nutrir y desarrollar la próxima gestación 

(Jenkin et al., 2004). Esta etapa influye de manera definitiva en el estado 

reproductivo de la hembra (Sheldon et al., 2006) Además, durante este periodo 

ocurren importantes modificaciones anatómicas, histológicas, citológicas, 

bacteriológicas y metabólicas en el útero (Sheldon et al., 2011ª). 

Se puede determinar la conclusión del puerperio una vez sucedidos cuatro 

eventos: el útero debe haber involucionado, el endometrio debe haber recuperado 
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su integridad y haberse regenerado, se controló la contaminación bacteriana y se 

reinició la ciclicidad ovárica estral (Sheldon et al., 2008). Durante el puerperio, 

aproximadamente el 40% de las vacas presentan infecciones uterinas asociadas en 

mayor medida a retenciones placentarias o distocias (Bajcsy et al., 2005; Purohit et 

al., 2011). Posterior a estos acontecimientos, el animal tiene dificultades para gestar 

nuevamente, por lo que lleva un periodo de recuperación prolongado que pone en 

riesgo la permanencia del animal en el establo (Armengol y Fraile, 2018). 

 

2.2.1 Expulsión de la placenta 

Los procesos que conllevan al parto y la expulsión de la placenta son 

paralelos en algunas especies. Sin embargo, en los rumiantes, la expulsión de la 

placenta ocurre una vez expulsado el producto. Antes de comenzar la expulsión de 

membranas placentarias, ya han ocurrido cambios previos que permiten el 

desprendimiento de los cotiledones. El epitelio de las criptas maternas se aplana y 

se acumulan células gigantes binucleadas, que van a fagocitar y absorber los 

líquidos. Aunado a esto, la serotonina en la sangre fetal dará la señal principal para 

la degradación del colágeno y también generará la vasoconstricción en la circulación 

del placentoma. La disminución de la unión formada por el colágeno permite que la 

placenta se desprenda sin generar traumatismo (LeBlanc, 2008). Después de la 

pérdida del alantocorion, se genera necrosis en las carúnculas, seguido por 

eliminación de loquios continua por 12 a 15 días. En esta etapa se puede palpar 

todo el tracto reproductivo, aunque el cuerno que estaba grávido aún se encuentra 

con mayor diámetro (Djuricic et al., 2012). Si bien, la recuperación del tamaño del 

tracto reproductor se alcanza a los 25 o 30 días, el endometrio tarda más en su 

regeneración, estando totalmente listo entre seis y ocho semanas después del parto 

(Sheldon et al., 2011ª). 
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2.2.2 Involución uterina 

La involución uterina debe llevarse a cabo entre los 25 y 30 días posteriores 

al parto donde el peso del útero pasa de 10 a 1 kg (Palmer, 2007). Durante el parto, 

la liberación de oxitocina es promovida por el reflejo de expulsión fetal, esta 

hormona propicia en mayor medida las contracciones del útero. Su acción 

contribuye a eliminar las membranas placentarias y a disminuir el volumen uterino 

(Csaba et al., 2004), así como a la eliminación de loquios y bacterias (Sheldon et 

al., 2008). La involución uterina y la regeneración del endometrio tienen periodos de 

recuperación distintos.  A pesar de que el útero ya ha regresado a su tamaño normal, 

el endometrio tiene un proceso más lento en la recuperación. El desprendimiento 

rápido de las carúnculas, contribuye a una involución más pronta. Al centro de las 

carúnculas se inicia la regeneración del endometrio, éste sufre un proceso de 

degeneración y descamación generándose de manera centrípeta.  El epitelio se ve 

recuperado entre los 30 y 45 días mientras que a las capas más profundas les toma 

alrededor de siete semanas para la recuperación completa (Góngora et al., 2007; 

Sheldon et al., 2008). 

La figura 1 ilustra la involución de los cuernos uterinos, grávido y no-grávido, 

durante las primeras nueve semanas posteriores al parto. 

 Figura 1. Disminución del diámetro de los cuernos uterinos postparto. Diferencia en la involución de 
los cuernos uterinos, grávido y no-grávido, durante las primeras 9 semanas postparto. Editado de 
Stephen et al., 2019. 
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2.2.3 Loquios 

Los loquios del griego Lochios, que significa relacionado con el nacimiento, 

son los residuos de líquido acumulado en el útero después del parto. Se compone 

de glóbulos rojos, descamación epitelial, secreciones de la mucosa uterina, 

componentes de los elementos de la reparación del útero, así como de bacterias. 

El útero contiene de uno a dos litros de loquios inmediatamente después del parto 

(LeBlanc, 2008; Sheldon et al., 2008). Durante los primeros días, el líquido presenta 

características sanguinolentas, para dar paso posteriormente a un líquido más 

denso con cantidad variable de sangre. Entre los 7 y 14 días se torna de color café, 

para posteriormente ser cristalino y no presentar olor fétido. Cuando el curso de los 

eventos sigue lo mencionado, se interpreta que la involución uterina transcurrió de 

manera normal (Sheldon et al., 2011ᵇ).  

 

2.2.4 Restablecimiento de la atividad ciclicidad estral postparto 

El reinicio de la actividad cíclica estral en las vacas no siempre se da de 

manera automática. Las deficiencias en la energía de la dieta o la presencia de 

situaciones de estrés y enfermedades propicia que las vacas presentan alteraciones 

fisiológicas como celos anormales, quistes foliculares, fases lúteas extendidas o 

anestros anovulatorios (LeBlanc, 2008). De manera normal, posterior al parto los 

niveles de progesterona disminuyen a su nivel basal. Gracias al incremento en la 

frecuencia de los pulsos de GnRH/LH el folículo dominante continúa con su 

desarrollo mientras que los demás folículos sufren atresia. El folículo dominante 

desarrolla receptores para LH lo que le permite continuar con su desarrollo y ovular 

al generarse el pico preovulatorio de GnRH/LH. En condiciones normales, es decir 

sin complicaciones patológicas, entre los 15 y 21 días postparto se habrá dado la 

ovulación (Sheldon et al., 2011ᵇ).  

Las enfermedades puerperales pueden impedir el retorno a la ciclicidad 

ovárica estral, así como propiciar infertilidad de la vaca. En general, las 



 

7 
 

enfermedades puerperales siempre van a estar asociadas con un bajo desempeño 

reproductivo (LeBlanc, 2008). En vacas con infecciones uterinas, el folículo 

dominante tiene un crecimiento más lento y existe una concentración inferior de 

estradiol en plasma. La fase lútea, en algunas ocasiones se ve extendida, 

probablemente debido a que la infección cambia la secreción del epitelio 

endometrial de prostaglandina F a prostaglandina E, de esta manera se retarda el 

reinicio de la ciclicidad ovárica (Sheldon et al., 2009).  

 

2.2.5 Control de la contaminación bacteriana 

Antes del parto, el lumen uterino no es estéril, ya que existe microbiota 

presente en el útero pero que no está asociada a un proceso inflamatorio (Karstrup 

et al., 2017).  Durante el parto, se pierde la barrera física que impide la entrada 

masiva de agentes causantes de enfermedad, en su mayoría bacterias. De manera 

normal, en las primeras dos semanas posteriores la parto, el útero es invadido por 

agentes contaminantes. Muchas vacas pueden controlar y eliminar la infección en 

cuatro o cinco semanas, pero algunas de ellas no (Sheldon et al., 2006). El sistema 

inmune innato es el responsable de mitigar la invasión bacteriana. Este control es 

principalmente mediado por neutrófilos polimorfonucleares (NPMN), que son 

reclutados desde la sangre periférica (LeBlanc, 2008). Sin embargo, se sabe que la 

capacidad fagocítica de estas células se reduce después del parto y puede 

predisponer a enfermedades en el tracto uterino (Boer et al., 2015). 

Aproximadamente entre el 80 y el 100% de las vacas sufren contaminación 

bacteriana durante las dos primeras semanas posteriores al parto (Sheldon et al., 

2009). Escherichia coli y Truperella pyogenes son las bacterias con mayor 

aislamiento en la luz uterina, seguido de bacterias anaerobias como Prevotella, 

Fusobacterium necrophorum y Fusobacterium nucleatum (LeBlanc et al., 2002; 

Karstrup et al., 2017). Aunado a esto, existen contracciones uterinas posteriores al 

parto que son estimuladas mediante la oxitocina. Estas contracciones ayudan a la 
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eliminación de bacterias, forzando la eliminación de loquios y la disminución del 

tamaño del útero (Paisley et al., 1986). 

 

2.3 Enfermedades puerperales 

Los cambios en el manejo alrededor del parto como las modificaciones en 

dieta, menor consumo de materia seca, el inicio de la lactación, la alta demanda de 

nutrientes y el proceso de involución uterina pueden ser factores que promueven 

que la vaca sea propensa a sufrir enfermedades (Sordillo et al., 2013).  Existen 

factores que han sido identificados como factores de riesgo para el desarrollo de 

enfermedades uterinas. Algunos ejemplos son los partos gemelares, distocias, 

retención placentaria y nacidos machos, aunado a la persistencia de bacterias 

patógenas en el útero (Potter et al., 2010). Las principales enfermedades uterinas 

puerperales son: la metritis, la endometritis clínica y la endometritis subclínica. Estas 

enfermedades van a afectar el desempeño reproductivo del animal, incrementando 

el riesgo de su eliminación del hato (LeBlanc, 2008). 

 

2.3.1 Patogenia de enfermedades puerperales 

Posterior al parto, las infecciones bacterianas más comunes son las 

ocasionadas por E. coli y T. pyogenes. Seguidas por bacterias anaerobias como 

algunas especies de Prevotella, Fusobacterium necrophorum, y Fusobacterium 

nucleatum. La infección con E. coli durante los primeros días posparto está asociada 

a disfunción en el ovario, así como en el eje hipotálamo-hipófisis. Además, la 

infección con esta bacteria colabora para que otros tipos de bacterias o virus 

infecten el útero (Sheldon et al., 2002; Credille et al., 2014).  La vía por la que la 

bacteria E. coli es reconocida por el epitelio uterino es través de los receptores 

celulares asociados a patógenos (Toll-Like Receptors; TLRs). Estos receptores 

identifican DNA bacteriano, lípidos y lipopolisacáridos propiciando la liberación de 

péptidos antimicrobianos, citocinas y quimiocinas. A su vez estos factores atraen a 
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NPMN y macrófagos para eliminar las bacterias (Sheldon et al., 2009; Boer et al., 

2015). 

T. Pyogenes provoca lesiones graves en el endometrio. Esta bacteria forma 

un poro en la célula, a través de una citocina dependiente de colesterol llamada 

Pylosin. La enzima Pylosin se agrega en los dominios ricos en colesterol de la 

membrana celular llevando a la célula a una muerte osmótica. T pyogenes, F. 

necrophorum y algunas especies de Prevotella actúan de forma sinérgica y agravan 

la enfermedad uterina. F necrophorum produce leucotoxinas, P. meliniogenicus 

produce una sustancia que inhibe la fagocitosis y T. pyogenes produce un factor de 

crecimiento para F. necrophorum. En conjunto causan un severo daño y complican 

la infección (Sheldon et al., 2002; Boer et al., 2015). 

El Herpesvirus Bovino tipo 4, es el único virus asociado con enfermedad 

uterina después del parto. Puede establecer infecciones latentes particularmente en 

macrófagos. Es altamente trópico hacia las células endometriales y su replicación 

se ve estimulada por la liberación de prostaglandina E y lipopolisacáridos (liberados 

por E. coli), formando sinergia con las enfermedades bacterianas (Sheldon et al., 

2009). Por otra parte, la liberación de citocinas y quimiocinas atraen NPMN y 

macrófagos, sin embargo, su función se ve comprometida en bovinos en el 

momento del parto (Sheldon et al., 2009). La figura 2 muestra la sinergia establecida 

entre bacterias y virus en el periodo posparto en ganado. 
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Figura 2. Patogenia de las enfermedades puerperales. El sistema inmune innato es alertado por los 
receptores TLRs de las células endometriales. El DNA bacteriano y lipopolisacáridos (LPS), son las 
moléculas reconocidas por el sistema inmune. Los LPS (lipopolisacáridos) de E. coli   se unen a la 
proteína de unión para LPS (LBP). Las células del endometrio liberan citocinas y quimiocinas para 
activar la respuesta inmune y aumentar la expresión de AMP. Secretan principalmente PGE en lugar 
de PGF. La infección causa inflamación y daño en el endometrio, lo que disminuye las probabilidades 
de gestación. Editado de Sheldon, et al., 2002. 

 

2.3.2 Metritis  

Metritis, es la infección uterina que se desarrolla dentro de los primeros 21 

días posparto (la mayor cantidad de casos se presenta alrededor del día 10). La 

metritis se caracteriza porque el útero se encuentra agrandado, presenta una 

secreción que puede ser líquida o viscosa y en tonalidades que van de café a 

marrón. Además, clínicamente se presenta una descarga purulenta y con un olor 

fétido (Sheldon et al., 2002; Sheldon et al., 2006; Overton et al., 2008). 
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La metritis se clasifica en tres grados de acuerdo con su severidad. Se habla 

de una metritis de grado 1 cuando el útero se encuentra anormalmente agrandado 

y presenta descarga purulenta, pero no presenta signos sistémicos de enfermedad. 

En la metritis grado 2 o metritis clínica, se observan animales con las mismas 

características de la metritis grado 1, aunados a signos sistémicos, como fiebre, 

baja en la producción de leche y apatía. Los animales con signos de toxemia, como 

inapetencia o extremidades frías, se clasifican como mastitis de grado 3 y su 

pronóstico es reservado (Williams et al., 2005; Sheldon et al., 2013). La metritis 

puede ser diagnosticada de manera sencilla a través de la observación de las 

descargas uterinas. También pueden utilizarse pruebas como cultivos bacterianos, 

citologías o biopsias (LeBlanc, 2008). 

 

2.3.3 Endometritis clínica 

La endometritis clínica se define como la presencia de secreción purulenta 

en el útero posterior a los 21 días al parto (la mayor cantidad de casos alrededor del 

día 25). Se caracteriza por la presencia de agentes patógenos en la luz uterina 

(LeBlanc et al., 2002; Sheldon et al., 2002). La endometritis se asocia con un mal 

desempeño reproductivo, una menor tasa de concepción, un mayor intervalo entre 

partos y una menor producción de leche (McDougall et al., 2007).  

El diagnóstico de la endometritis clínica se realiza a través del análisis visual 

de las descargas vaginales. Estas descargas se obtienen de manera manual con 

estimulación transrectal. Se debe limpiar la vulva con una toalla de papel seca, con 

un guante de palpación y un poco de lubricante para introducir la mano en la vagina. 

Se procura hacer un masaje cuidadoso en el tercio caudal de las paredes de la 

vagina para de esta manera obtener el moco vaginal (Sheldon et al., 2006). La 

gravedad de la enfermedad puede ser clasificada de acuerdo con sus 

características físicas (Sheldon et al., 2006). La figura 3 muestra la calificación para 

el moco cervical. 
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Figura 3. Clasificación del moco cervical para la endometritis clínica. 0= moco transparente o 
translúcido, 1, moco con manchas blanquecinas, 2, moco con el 50% de contenido purulento, 3, 
exudado que contiene el 50% de material purulento blanco, amarillo y ocacionalmente sanguinolento. 
Sheldon, et al., 2002. 

 

2.3.4 Endometritis subclínica 

La endometritis subclínica más recientemente denominada endometritis 

citológica, designada de esta manera por el método de diagnóstico (citobrush) 

(Dubuc et al., 2010), es un padecimiento que tiene una prevalencia entre el 20 y 

40% en estrablos lecheros (Barajas Merchan et al., 2018). Las vacas que presentan 

enfermedades uterinas en el puerperio (metritis, endometritis, retención placentaria) 

tienen 60% más de probabilidad de presentar ESC. Esta enfermedad disminuye en 

un 11% la tasa de concepción al primer servicio y un 14% la tasa de concepción 

general al día 120 (Barajas Merchan et al., 2018). La ESC impacta el desempeño 

reproductivo de la vaca y es difícil de diagnosticar a nivel de campo ya que no 

presenta signos clínicos (Bogado y Opsoner, 2017). La figura 4 representa el 
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porcentaje de vacas que presentan enfermedad puerperal hasta el día 70 posparto 

(Sheldon, et al., 2002). 

 

Figura 4 Enfermedades puerperales en ganado bovino. El porcentaje de vacas que presentan: rojo, 
metritis; amarillo, endometritis; blanco, endometritis subclínica; azul, endometrio normal. Editado de 
Sheldon et al., 2009. 

 

La ESC se caracteriza por la inflamación del endometrio sin presencia de 

agentes infecciosos ni descargas uterinas.  Únicamente se observa la presencia de 

NPMN en el útero en proporciones superiores a 8%, 6%, 4% y 5% a los 21-33, 34 

a 47, 48 a 62 y 21 a 62 días postparto, respectivamente (De La Sota et al., 2014). 

Se ha demostrado que la proporción de NPMN no varía durante el ciclo estral en 

vacas que no presentan ESC (Sheldon et al., 2006). Debido a que esta enfermedad 

no es de índole infeccioso, el tratamiento antibiótico no es funcional (Wagener et al., 

2017). En la actualidad no existe un tratamiento que haya demostrado ser efectivo 

para prevenir o disminuir la ESC (Barajas Merchan et al., 2018).  
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La ESC depende de la severidad y de la duración de la respuesta inmune 

(Peter et al., 2015). Durante las dos o tres semanas previas al parto, las células 

inmunes sufren una disminución en sus funciones, llegando a su punto más bajo, 

uno o dos días después del parto. La recuperación de manera gradual, entre tres y 

cuatro semanas después del parto, también está asociada con la capacidad de la 

vaca de montar una respuesta inmune temprana (Kimura et al., 2014). Se ha 

demostrado que durante las primeras tres semanas posteriores al parto la 

proporción de NPMN varía, teniendo una disminución en el posparto temprano, 

seguido por un incremento y finalmente una disminución. Las vacas que presentan 

una respuesta inmune adecuada de manera temprana (durante los primeros 21 días 

en leche), corren memos riesgo de cursar por ESC. Las vacas en las que la 

respuesta inmune es tardía, (alrededor de los 45 días en leche), corren mayor riesgo 

de cursar por ESC (Peter et al., 2015). 

Los NPMN son la principal célula fagocítica en el útero. Son reclutados desde 

la sangre periférica y su función es crucial para eliminar la infección. Los NPMN son 

atraídos a través de factores quimiotácticos liberados por el epitelio uterino 

(Ghasemi et al., 2012). El epitelio uterino es estimulado de manera directa o 

indirecta por agentes patógenos (Subandrio et al., 1997). 

 Una vez reconocidos los agentes patógenos, son liberadas moléculas 

proinflamatorias como el FNTα, interleucinas (IL1A, IL1B, IL6, IL8) y citocinas 

(CXCL1 y CXCL2) (Herath et al., 2006; Ghasemi et al., 2012) estas moleculas 

parecen seguir un patron de expresión que depende del periodo puerperal tanto en 

nimales sanos como enfermos (Prunner et al., 2014). A la par de la liberación de 

moléculas pro inflamatorias, se liberan también moléculas antiinflamatorias como la 

IL10 con la finalidad de regular la agresividad de la respuesta inmune.  

Se ha encontrado una mayor proporción de IL10 con IL1A e IL1B durante la 

primera semana postparto en vacas fértiles, comparada con vacas que presentan 

infertilidad, dando importancia a la capacidad de la vaca de limitar la respuesta 

inflamatoria (Herath et al., 2009). Se han observado mayores niveles de IL10 en 
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sangre periférica y lavado uterino a los 5, 22 y 40 días postparto en vacas con ESC, 

lo que podría llevar a una deficiente eliminación de bacterias y propiciar una 

inflamación persistente (Brodzki et al., 2015). Aunado a esto, se ha observado que 

las vacas que presentan retención placentaria y metritis, presentan una mayor 

concentración sérica en sangre de IL10, 15 días antes del parto y permanece de 

esta manera 15 días después del parto (Islam et al., 2013), lo cual es evidencia de 

la importancia de la modulación endógena de la respuesta inmune. 

 El diagnóstico de la endometritis subclínica se realiza mediante el conteo de 

neutrófilos polimorfonucleares en la luz uterina. Este conteo se puede realizar 

mediante tres técnicas: a través de células obtenidas del lavado uterino de bajo 

volumen, mediante citología exfoliativa y a través de biopsia (Kasimanickam et al., 

2005; Barlund et al., 2008; De La Sota et al., 2014). 

Las técnicas menos invasivas son la de lavado uterino con bajo volumen y la 

citología exfoliativa o citobrush. La evaluación microscópica de los frotis obtenidos 

por estas dos técnicas ha demostrado ser un método fiable y reproducible para la 

determinación de NPMN (Kasimanickam et al., 2004; Bogado y Opsoner, 2017). En 

una comparación entre citobrush y lavado uterino, se pudo observan un porcentaje 

mayor en la obtención de NPMN y menor tiempo para la toma de muestra mediante 

la técnica de citobrush (Apéndice A) (Kasimanickam et al., 2004; Bogado y Opsoner, 

2017). Además, el equipo requerido para el procesamiento de la muestra es menor 

en citobrush que en lavado uterino de bajo volumen (Gilbert et al., 2005).   

 

2.4 Mecanismos de defensa del útero 

2.4.1 Consideraciones anatómicas 

La mucosa del tracto reproductor está constantemente expuesta a 

microorganismos patógenos, pero cuenta con barreras físicas que limitan la entrada 

de éstos (Pérez et al., 1996). La vulva y esfínter vulvar son la primera barrera física 

contra la invasión. La segunda barrera física es el cuello del útero o cérvix, que se 
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encuentra al final de la cavidad vaginal. El cérvix posee células que secretan moco 

claro y fluido durante el éstro, con efecto antibacteriano. Durante la gestación, 

genera un tapón de moco para prevenir la entrada de microorganismos. A pesar de 

que la secreción cervical es antibacteriana, la vagina guarda una flora bacteriana 

residente, que no llega a generar problemas clínicos (Yellon et al., 2019). 

 

2.4.2 Inmunidad uterina 

La adherencia del embrión al endometrio uterino y la posterior sobrevivencia 

del feto dependen en gran medida de la regulación de los mecanismos inmunes. 

Durante la gestación el sistema inmune de la madre se ve disminuido, pero si el 

mecanismo de disminución persiste posterior al parto, se predispone a cursar por 

una enfermedad uterina. Aunque el desarrollo de la enfermedad depende del 

equilibrio entre el huésped, la inmunidad y la patogenicidad de las bacterias, algunos 

factores como, retención placentaria, partos distócicos, muerte fetal, partos 

gemelares y crías de gran tamaño, incrementan el riesgo de padecer enfermedades 

uterinas (Potter et al., 2010). 

El sistema inmune innato es el principal encargado de la defensa del 

mamífero. Las células del endometrio presentan receptores tipo Toll (TLR), estos 

receptores reconocen DNA bacteriano, así como estructuras de la membrana como 

lípidos y lipopolisacáridos (LPS). La interacción entre el receptor y las estructuras 

bacterianas desencadena la liberación de moléculas pro inflamatorias, que atraen a 

macrófagos, principalmente a NPMN para la eliminación de bacterias. La función 

fagocítica, la expresión de genes y la migración de NPMN está asociada a cambios 

endocrinos y metabólicos (Sheldon et al., 2009). 

 

2.5 Tratamiento para las enfermedades puerperales 

El diagnóstico temprano de las enfermedades uterinas es de suma 

importancia para aminorar el impacto en el desempeño reproductivo y la rentabilidad 
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de la empresa lechera (Orrego et al., 2013). Los tratamientos para las enfermedades 

infecciosas bacterianas incluyen la terapia hormonal, la aplicación de antisépticos y 

antibióticos por vía local y sistémica (Lee et al., 2007). A continuación, se describen 

brevemente. 

 

2.5.1 Tratamientos hormonales 

El uso de tratamientos hormonales, para la prevención o tratamiento de 

enfermedades uterinas, ha sido ampliamente estudiado (LeBlanc, 2008).  Una de 

las hormonas más utilizadas es la oxitocina, esta hormona genera contracciones 

musculares y ayuda a la evacuación del contenido uterino.  Es dependiente de la 

sensibilización producida por los estrógenos, de manera que puede ser efectiva 

dentro de las 48 a 72 horas posteriores la parto (Youngquist et al., 2006). El 

cipionato de estradiol, está indicado en el tratamiento de algunas patologías 

ováricas como quistes foliculares, cuerpo lúteo persistente, así como en piometra o 

retención placentaria (Overton et al., 2003).  La Prostaglandina F2a o algún análogo 

de éste, se aplica cuando se encuentra un cuerpo lúteo presente en el ovario, 

induciendo el celo, mejorando la inmunidad. Ayuda a estimular las contracciones 

uterinas y provocar el vaciado del contenido uterino (expulsión bacteriana). En 

general el uso de los tratamientos hormonales está limitados a la presencia de 

estructuras ováricas, lo cual limita su uso y su efectividad (Overton et al., 2008; 

Sheldon et al., 2011ª). 

 

2.5.2 Tratamientos antibióticos 

La aplicación de tratamientos antibióticos en lavados uterinos es basta, pero 

tiene resultados contradictorios. Muchos son los autores que han realizado trabajos 

para evaluar la efectividad de estos (Overton et al., 2003; Risco, 2003). Para que el 

tratamiento antibiótico sea catalogado como “ideal”, éste debe eliminar la 

contaminación bacteriana, y no interferir ni disminuir la respuesta inmune, además 

de no presentar residuos en leche o carne (Martínez et al., 2006).  
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Los betalactámicos son antibióticos de uso común en el establo (penicilinas 

y cefalosporinas) que desestabilizan la pared celular de las bacterias Gram 

negativas y provocan lisis mediada por autolisinas (García-Hernández, 2011).  E 

coli es una bacteria Gram negativa, de las principales bacterias aisladas del útero 

posterior al parto (Sheldon et al., 2008). Esta bacteria además de generar sinergia 

con otras bacterias para provocar infección, cuenta con mecanismos de defensa 

que le permiten evadir los mecanismos bactericidas de los antibióticos 

betalactámicos aplicados, como la generación de betalactamasas (García-

Hernández et al., 2011). Por lo tanto, el tratamiento con betalactámicos por vía 

transcervical no está indicada. 

La aplicación de aminoglucócidos (gentamicina, dihidroestreptomicina y 

neomicina) por vía intravenosa disminuye la cantidad de calcio total en sangre, por 

lo que se debe tener cuidado a la aplicación pues podrían contribuirse al aumento 

en la presentación de fiebre de leche (Crawford et al., 1977). Aunado a esto, algunos 

estudios reportan que la aplicación de aminoglucócidos, específicamente la 

gentamicina, reduce las contracciones uterinas, pudiendo estar contraindicado para 

el tratamiento de enfermedades puerperales uterinas (Crawford et al., 1977). 

Las tetraciclinas son bacteriostáticos de amplio espectro más utilizados en el 

tratamiento de metritis en la vaca. No se inactiva en presencia de sangre o pus, son 

efectivos contra microorganismos gramm positivo y gramm negativo, así como 

aerobios y anaerobios.  Algunas bacterias como P. multocida, T pyogenes y 

Fusobacterium spp, han desarrollado mecanismos de resistencia contra las 

tetraciclinas (Martínez et al., 2006), ya sea mediante plásmidos, disminución de la 

permeabilidad de la membrana al antibiótico formación de enzimas bacterianas que 

metabolizan el antibiótico (Pérez-Trallero et al., 2003).  Los inconvenientes de su 

aplicación directa en útero son que favorece el crecimiento de Candida albicans y 

disminuye la fertilidad (Martínez et al., 2006). 

El número de antibióticos que pueden utilizarse para el tratamiento de 

enfermedades en el ganado lechero es limitado. Además, existe una deficiencia en 
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la generación de nuevos antibióticos por parte de la industria farmacéutica. Aunado 

a esto, la creciente resistencia bacteriana a antibióticos ha generado nuevas 

dificultades en la lucha contra las infecciones (García-Hernández et al., 2011). 

 

2.6 Resistencia bacteriana a antibióticos 

La resistencia a antibióticos es un mecanismo de defensa de las bacterias, 

que se da de manera progresiva (Villanueva y Morales, 2017). Ya sea por la 

generación de mutaciones, o por la adquisición de plásmidos de otras bacterias que 

las hacen resistentes. Las bacterias pueden pasar de manera directa de animales 

a humanos o viceversa (en casos de zoonosis), o puede propagarse directamente 

al suelo, a los alimentos, y a los mantos acuíferos a través de la fertilización con 

estiércol (Wichmann et al., 2014). El uso inadecuado y excesivo de antibióticos, así 

como las malas prácticas de control contra infecciones, ha incrementado la 

inmunidad que tienen las bacterias a los tratamientos antibióticos (Medellín et al., 

2011). La resistencia microbiana a antibióticos (RAM) es una problemática grave 

para la salud pública. Se predice que para el 2050 se incrementaran en 10 millones 

las muertes por RAM (O´Neill et al., 2016), como se observa en la figura 5. 
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Figura 5. Proyección 2050 de muertes por resistencia bacteriana. Predicción de muertes por 
continente para el 2050, los colores representan la cantidad de muertos por cada 10 mil habitantes. 
Editado de O´Neill 2016, 

 

El uso de antibióticos en medicina veterinaria contribuye de manera 

importante en la generación de resistencia bacteriana a antibióticos por diversas 

razones. Anteriormente eran ampliamente utilizados como promotores de 

crecimiento en animales de producción (Wichmann et al., 2014), aunque la 

tendencia de esta práctica es descendente, aún se lleva a cabo. Otra razón es 

porque los antibióticos son subdosificados o se suministran de manera profiláctica 

contra algunas enfermedades (Chowdhury et al., 2014). También, la industria 

lechera utiliza los antibióticos para prevenir mastitis, laminitis, problemas 

respiratorios o retención de placenta, entre otras enfermedades (Lhermie et al., 

2018). Con relación a lo anterior, se estima que el sector ganadero representa el 

80% del consumo total de antibióticos, y se espera que entre 2010 y 2030 el 

consumo se incremente en un 67% (O´Neill et al., 2016). 
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La resistencia bacteriana a los antibióticos se da de manera natural. Cuando 

las bacterias de una misma especie, presentan resistencia a un antibiótico 

determinado, transfieren la resistencia de manera vertical, eso les permite tener 

ventaja con respecto a otras cepas permitiendo su diseminación. Por otra parte, la 

resistencia adquirida se produce a través de mutaciones, y por transmisión de 

material genético entre diferentes bacterias, generándose la resistencia de manera 

horizontal. Por lo tanto, las bacterias pueden adquirir resistencia, aún sin haber 

estado en contacto con los antibióticos (Cantas et al., 2013). 

Las bacterias utilizan diferentes mecanismos para evadir la eficacia de los 

antibióticos. Algunos de ellos, a través de un sistema de expulsión activa del 

antimicrobiano, a través de la disminución de la permeabilidad de la pared 

bacteriana, modificando los canales de entrada, la producción de enzimas 

inactivantes de los antibióticos y modificando las proteínas en las que actúan los 

antibióticos (Pressman y  Wabury, 2000; Fernández, et al., 2003). 

La problemática de la resistencia bacteriana a antibióticos aunado a la falta 

de generación de nuevos productos por parte de la industria farmacéutica 

representa una oportindad para mejorar las practicas de bioseguridad. Además, 

este desafío representa un reto para generer estrategias alternativas al uso de 

antibióticos. 

 

2.7 Ozono 

El ozono es un gas de color azul claro de olor particular. Su nombre proviene 

del latín Ozein que significa olor. La fórmula química del ozono es O3, lo que 

significa que se compone de 3 átomos de oxígeno. Es un oxidante más fuerte que 

el O2, y es inestable en altas concentraciones y su descomposición resulta 

nuevamente en moléculas de oxígeno (O2) más estables. Es de vital importancia 

para la vida en la tierra ya que tiene la capacidad de absorber longitudes de onda 

de la radiación UV solar (Bocci et al., 2006).  
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Hoy en día, su uso es amplio, ya sea en esterilización de salas de 

operaciones, purificación de agua de albercas y para diferentes procesos de 

esterilización en la industria. La molécula de ozono es altamente reactiva, presenta 

actividad bactericida, fungicida, antivírica, anti-levaduras y anti-protozoos. Es el 

tercer oxidante más poderoso después del flúor y el persulfato. Además, como 

terapia médica son raros los efectos negativos en la salud humana y de animales 

(Bocci et al., 2006).  

La capacidad de acción del ozono es mayor en bacterias grampositivas. El 

ozono genera procesos oxidativos que dañan la capsula de las bacterias, a través 

de la actividad de las peroxidasas y posteriormente la membrana celular. Los virus 

envueltos son neutralizados tras la destrucción de los lípidos en la cápside, y el 

bloqueo de su replicación. La capacidad de producir hidróxidos de proteínas e 

hiperidróxidos, anula a los virus desnudos (Megahed et al., 2018). 

El ozono tiene la capacidad de reaccionar con la mayoría de las sustancias 

orgánicas e inorgánicas, hasta llegar a su oxidación completa, formando óxidos de 

carbono, óxidos superiores y finalmente agua. Su acción es selectiva sobre los 

enlaces dobles de las sustancias biológicas, de esta manera, reaccionan con 

proteínas, aminoácidos y ácidos grasos insaturados, que forman parte de las 

membranas celulares y de los complejos lipoproteicos en plasma (Tapia y Martinez-

Sánchez, 2012). 

Sus mecanismos de acción, están fuertemente ligados a la producción de 

cuatro especies fundamentales. Al reaccionar con los fosfolípidos de la membrana 

forma ozónidos, aldehídos, peróxido de hidrogeno y peróxidos. Cuando el ozono 

entra en contacto con fluidos biológicos, se disuelve en el agua contenida en estos, 

y reacciona en pocos segundos. Los antioxidantes presentes en los líquidos de los 

fluidos biológicos, agotan la mayor parte de la dosis de ozono. Pero si la 

concentración aplicada es la correcta permite la formación de especies reactivas a 

oxígeno (Tapia y Martinez-Sánchez, 2012). 
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2.7.1 Terapia con ozono 

Se ha demostrado que el ozono actúa sobre el sistema inmune. Tras la 

aplicación de ozono en diferentes concentraciones en sangre, se observó la 

liberación de interferones: alfa (INF-α), beta (IN- β) y gamma (INF-γ). Factor de 

necrosis tumoral alfa (FNT-α), factor de crecimiento transformante beta (FGT-β) 

factor estimulante de colonias granulocito-monocito (FEC-GM) e interleucinas IL-6, 

IL-2, IL-4, IL-8, IL-10. Cada una de las IL tienen funciones inmunomoduladoras. La 

IL-6 y FNT-α son factores proinflamatorios, mientras que IL-10 y FEC-GM son 

factores antiinflamatorios (Larini et al., 2005; Bocci et al., 2006). 

El ozono actúa sobre la membrana de las células inmunes, a través de la 

ozonolisis de los ácidos grasos insaturados. En una reacción rápida, se rompen los 

enlaces dobles de los ácidos grasos insaturados, para generar peróxidos hidrofílicos 

de cadena corta (peróxido de hidrógeno, aldehídos y ozónidos). Estas moléculas 

activan proteínas cinasas, que fosforilan el factor inhibidor específico (IkB) dentro 

de la célula. IkB se encuentra unido al factor nuclear kapppa B (FN-kB) (Díaz, 2013). 

FN-kB juega un papel importante en la regulación de la inmunidad innata, así como 

en la adaptativa. FN-kB regula la transcripción en una gran cantidad de genes, entre 

ellos los de péptidos antimicrobianos, citoquinas, quimiocinas, proteínas de 

respuesta al estrés y proteínas anti apoptóticas. Es esencial para la activación de 

linfocitos, y para el montaje de la respuesta inmune. La regulación de esta proteína 

es asociada con enfermedades inflamatorias (Li et al., 2002). 

Se han desarrollado algunos estudios de la influencia de la aplicación de ozono en 

diferentes epitelios y en diferentes soluciones, obteniendo resultados muy 

reveladores, estudios han observado, que al aplicarse ozono por vía inhalada induce 

actividad inflamatoria y liberación de factores quimiotácticos en pulmones de 

ratones, monos y puercos de guinea (Driscoll et al., 1993; Miller et al., 2017; Wicher 

et al., 2017). Se ha demostrado que, al aplicar ozono inyectado a ratones con 

osteoartritis, aumenta la expresión de IL-10, y una disminución en la síntesis de 

FNTα, factores antiinflamatorios y pro inflamatorios, respectivamente (Asadi et al., 
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2018). Al aplicar solución salina ozonizada inyectada, en el tracto reproductor de 

ratas con enfermedad inflamatoria pélvica, (caracterizada por la infección e 

inflamación del tracto reproductor de la hembra), se observó, la disminución en la 

síntesis de IL-6, FNT-α, y el aumento en la síntesis de IL-2 (Wei et al., 2018), todos 

estos estudios implican un efecto inmunomodulador generado por la aplicación de 

ozono. 

 

2.7.2 Ozonoterapia en buiatría 

El uso de la terapia de ozono en animales se remonta a más de 30 años. Se 

han realizado pruebas utilizando ozono con diferentes productos para el tratamiento 

de enfermedades con buenos resultados. El uso de la mezcla de ozono en diversos 

productos como cremas, aceites naturales, perlas de parafina o la aplicación directa 

del gas, se ha utilizado para tratar infecciones en piel, como cicatrizante, o para 

control bacteriano (Travagli et al., 2009). 

La terapia de ozono se ha utilizado para prevenir o tratar enfermedades en 

ganado Holstein y Simmental. Para tratamiento de urovagina, en vacas lecheras, en 

donde a través de la aplicación de ozono en spray por 2 a 3 segundos, se estimula 

la cicatrización y regeneración del tejido, reduciendo los días abiertos y mejorando 

la tasa de concepción (Zobel, et al, 2012). En el tratamiento preventivo de 

enfermedades uterinas durante el puerperio. En donde se aplicaron tratamientos de 

ozono en spray y en perlas   de parafina a las 24 y 48 horas después del parto. 

Mejorando tasa de servicio por concepción de 20.4%, 27.8% en animales tratados 

con solución salina ozonizada y perlas de ozono y 14.6% el grupo control (Djuricic 

et al., 2012). En otro modelo experimenta en ganado Simmental, 20 ml de solucion 

salina ozonisada al grupo tratamiento y se plicó 20 ml de solución salina al grupo 

control. El tratamiento se aplicó a las 6 y a la 24 horas postparto. Concluyendo en 

la disminución del periodo de dias abiertos de 75.47 y 98.03 entre el grupo tratado 

y el grupo control respectivamente. Se observó la disminución de la cantidad de 
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inseminaciones a la preñez en 1.68 contra 2.42 entre el grupo tratado y el grupo 

control respectivamente (Zobel et al, 2014). 

Un estudio realizado con 200 vacas Simmental, (diagnosticadas con 

retención de placenta, 12 horas posteriores al parto), a las que se les aplicó ozono 

en spray, en las primeras 12, 48 y 36 horas después del parto. Se observó que a 

las vacas que se les aplicó el tratamiento, sus indicadores reproductivos (días 

abiertos al primer servicio y días abiertos a la preñez) no eran diferentes con las 

vacas que presentaban un puerperio normal (Djuricic et al., 2012b ; Zobel y Tkalčić, 

2013). 

La aplicación de ozono en gas, directo de una maquina generaradora de 

ozono de uso medico, en vacas con mastitis clinica, dio como resultado que el 16% 

de las vacas tratadas con ozono, no requirieron tratamiento antibiótico para su 

recuperación (Ogata y Nagahata, 2000). 

Para el tratamiento de enfermedades uterinas, se comparó la efectividad de 

un preparado comercial de ozono, y la aplicación de gentamicina en lavados 

uterinos, en vacas que presentaban secreciones uterinas anormales. Se observo 

que el preparado de ozono, fue mas efectivo en el control del porcentaje de infección 

por E. coli, F. necrophorum y St. Pyogenes, comparado con tratamiento de 

gentamicina, que solo fue efectivo contra T. pyogenes (Durrani et al., 2017). 

  



 

26 
 

III. JUSTIFICACIÓN 

 

El uso de la terapia con ozono ha demostrado tener efectos benéficos en la 

salud uterina y mejora indicadores del desempeño reproductivo. Sin embargo, sus 

mecanismos de acción a nivel de endometrio no han sido completamente 

dilucidados, por ejemplo, como modulador de la respuesta inmune. Además, su 

posible efecto en la prevención de la endometritis subclínica no ha sido demostrado 

aún, efecto que podría presentarse dadas sus propiedades bactericidas. 
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IV. HIPÓTESIS 

 

La aplicación de ozono por vía transcervical incrementa la proporción de 

neutrófilos polimorfonucleares en el endometrio y previene la endometritis 

subclínica. 
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V. OBJETIVO 

 

5.1 Objetivo general 

 

Determinar el efecto de la aplicación de ozono sobre la migración de 

neutrófilos polimorfonucleares hacia el endometrio y si promueve un efecto 

preventivo para la presentación de endometritis subclínica. 

 

5.2  Objetivos especificos  

 

Determinar el efecto de la aplicación de ozono sobre la migración de 

neutrófilos polimorfonucleares hacia el endometrio. 

Determinar el efecto de la aplicación de ozono sobre la prevención de la 

endometritis subclínica. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Ubicación y condiciones climáticas  

El presente estudio se realizó entre los meses de agosto y octubre de 2019 

en un establo comercial ubicado en la Estancia, municipio de San Juan del Río, 

Querétaro, México (20º25´34.94” N 100º 03´37.00” O). Durante la realización del 

estudio (agosto-octubre 2019) la temperatura promedio osciló entre los 16 y 19º C, 

con máximas de 31º C, mínimas de 12º C y una precipitación pluvial promedio de 

542.9 mm.  

6.1.1 Manejo general del establo 

 Se ofreció una ración total mezclada conteniendo 55% de forraje (alfalfa, 

avena y ensilado de maíz) y 45% de concentrado (maíz molido y rolado, salvado 

húmedo y soya) en base seca. Las vacas fueron alimentadas una vez al día (7:00 

h) y con acceso a libertad. Durante el día, el alimento fue repetidamente barrido 

hacia el comedero para estimular el consumo. Las vacas estuvieron alojadas 

durante todo el estudio en corrales techados y asoleadero de tierra con acceso libre. 

Cada corral contaba con echaderos individuales y camas con arena sílica. La 

limpieza de los corrales se realizó una vez al día a las 13:00 h. 

 

6.2 Producción de solución salina ozonizada 

Para producir la solución salina ozonizada (SSO3), se utilizó un equipo 

ozonificador de grado médico (Oxyzonic System Medic, EDE Ozone). En un frasco 

lavador de gases de 250 ml se realizó el pase de ozono a una concentración de 

70.09 μg/ml con una tasa de paso de oxígeno de grado médico a 0.5 L/min con una 

piedra difusora de 25 mm. Se ozonificaron 150 ml de solución salina fisiológica al 

0.9% por un minuto. La SSO3 se aplicó entre los 10 a 15 min posteriores a la 

ozonificación para una dosis de ozono residual de (5.6 + 0.5 ppm). La concentración 
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de ozono residual se determinó en el laboratorio de forma indirecta con la técnica 

estándar de titulación por yodometría (Apéndice B). 

 

6.3 Experimento 1 

6.3.1 Diseño experimental  

Se utilizaron 38 vacas Holstein de primera lactación, de las cuales se 

monitoreo el puerperio, registrando las vacas que presentaron metritis durante los 

primeros 15 días postparto. Las vacas enfermas fueron tratadas con protocolo de 

antibiótico de amplio espectro y desinflamatorio protocolo del establo. Se clasificó a 

las vacas como SAN cuando no presentaron metritis o alguna enfermedad y ENF a 

las que recibieron tratamientos antibióticos por metritis.  

Para el tratamiento se dividió a las vacas en 2 grupos, 19 vacas en 

tratamiento (SSO3) y 19 vacas control (CTRL), las vacas SAN y ENF se 

distribuyeron entre los grupos CTRL y SSO3 de manera aleatoria. 

El tratamiento con SSO3 consistió en la aplicación por vía transcervical, de 

50 ml de solución salina fisiológica al 0.9% al grupo CTRL, y 50 ml de solución salina 

ozonizada al grupo SSO3 (5.6 + 0.5 ppm). 

Se aplicó un protocolo de pre-sincronización consistente en dos aplicaciones 

de 25 mg de dinoprost con diferencia de 14 días, iniciando en promedio a los 18 

días posparto. Doce días posteriores a la última aplicación de dinoprost, se tomó 

una muestra citológica del endometrio mediante la técnica de citobrush (Apéndice 

A) y se aplicaron los tratamientos experimentales. Cuarenta y ocho horas después 

de aplicados los tratamientos se tomaron de nuevo muestras citológicas mediante 

la misma técnica. 

Con las muestras obtenidas (pre y postratamiento) se montaron laminillas, 

las cuales se procesaron con hemocolorante rápido marca Hycel®. Las muestras 

se analizaron en el microscopio a 400X, se contabilizaron 200 células y se registró 
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la cantidad de NPMN. Solo una vaca fue descartada del estudio por presentar 

endometritis subclínica (>10% NPMN).   

Las vacas a las que se les aplicaron los tratamientos experimentales no 

presentaban secreciones uterinas sugerentes de infección o fiebre; siendo 

diagnosticadas como clínicamente sanas por médicos veterinarios encargados de 

la operación del establo. 

La figura 6 muestra en una línea de tiempo el protocolo utilizado para el 

diseño experimental 1. 

 

Figura 6. Diseño experimental 1. Protocolo de sincronización, tratamiento y toma de muestra para 
conteo de neutrófilos polimorfonucleares. NPMN, neutrófilos polimorfonucleares; SAN, vacas sin 
antecedentes de metritis; ENF, vacas con antecedentes de metritis; CTRL, grupo control con solución 
salina; SSO3, grupo con solución salina ozonizada (50 ml, 5.6±0.5 O3 ppm); M, metritis. Entre 
paréntesis se muestra el número de vacas por grupo. 

 

6.3.2 Análisis estadístico 

Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo utilizando SAS versión 9.3 

(SAS Institute Inc. Cary, NC, USA). El análisis estadístico consistió en un análisis 

de varianza con un diseño completamente al azar con arreglo factorial 
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(antecedentes de enfermedades puerperales (ENF o SAN) x tratamiento con 

solución salina sola u ozonizada (CTRL o SSO3) utilizando el procedimiento GLM. 

Se llevó a cabo el análisis de residuales con el procedimiento UNIVARIATE para 

verificar el cumplimiento de los supuestos del modelo. Para cumplir con los 

supuestos del análisis de varianza, la variable de respuesta (número de NPMN) fue 

transformada logarítmicamente (logY= log(Y+1)). Finalmente, la comparación entre 

medias se llevó a cabo utilizando la opción PDIFF. Se estableció un valor de 

significancia p<0.05 y un valor de P<0.1 como indicativo de tendencia. 

 

6.4 Experimento 2.  

6.4.1 Diseño experimental 

Se utilizaron 26 vacas de raza Holstein de primera lactación. Las 26 vacas 

se dividieron en 2 grupos de manera aleatoria; grupo control CTRL y grupo 

tratamiento SSO3. 

Al grupo CTRL se le aplicó por vía transcervical 50 ml de solución salina 

fisiológica al 0.9% y al grupo tratamiento se le aplicó 50 ml de solución salina 

ozonizada (5.6 + 0.5 ppm). Los tratamientos correspondientes se aplicaron en 2 

ocasiones, la primera entre los 7-14 días posteriores al parto y la segunda a los 7 

días posteriores a la primera aplicación. 

Se tomaron muestras citológicas mediante la técnica de citobrush a los 30 

días posteriores al parto para diagnosticar endometritis subclínica (Apéndice A). Las 

vacas cuyas muestras tuvieron ≥ 6% de neutrófilos polimorfonucleares en el análisis 

citológico, fueron diagnosticadas positivas a endometritis subclínica.  

Las vacas a las que se les aplicaron los tratamientos no presentaban 

secreciones uterinas sugerentes de infección o fiebre; siendo diagnosticadas como 

clínicamente sanas por médicos veterinarios encargados de la operación del 

establo. 
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 Figura 7 muestra en una línea de tiempo el protocolo utilizado para el diseño 

experimental 2. 

 

Figura 7. Diseño experimental 2. Línea del tiempo a partir del parto, se indica la aplicación de 
tratamiento con diferencia de 7 días y el diagnóstico de endometritis subclínica. CTRL, grupo control 
con solución salina; SSO3, grupo con solución salina ozonizada (50 ml, 5.6±0.5 O3 ppm). Entre 
paréntesis se muestra el número de vacas por grupo. 

 

6.4.2 Análisis estadístico 

Para determinar si existieron diferencias entre el porcentaje de vacas con 

ESC se utilizó la prueba exacta de Fisher con el procedimiento LOGISTIC de SAS 

versión 9.3 (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA). Para determinar el riesgo que tuvo 

una vaca para desarrollar ESC se obtuvo la razón de momios entre grupos 

experimentales a través de un análisis de regresión logística simple. Para ambos 

experimentos, se estableció un valor de P<0.05 como umbral de significancia 

estadística y un valor de P≤0.1 como indicador de tendencia. 
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VII. RESULTADOS 

 

7.1 Resultados experimento 1 

En el cuadro 1 se muestra el número de NPMN endometriales/200 células en 

los diferentes grupos del experimento 1; divididas en vacas con antecedentes de 

enfermedad (ENF) y sin antecedentes de enfermedad (SAN) y subdividido en 

grupos CTRL y SSO3. 

 

 Cuadro 1. Número de neutrófilos polimorfonucleares endometriales/200 

células por grupo para el experimento 1.  

SAN, vacas sin antecedentes de metritis; ENF, vacas con antecedentes de metritis; CTRL, grupo 
control con solución salina; SSO3, grupo con solución salina ozonizada (50 ml, 5.6±0.5 O3 ppm); N, 
observaciones por grupo; EE, error estándar; Min, mínimo; Q1, primer cuartil; Q3, tercer cuartil; Max, 
máximo. 

 

Los resultados se indican con las variables sin transformar para facilitar su 

interpretación. Dentro del grupo de vacas sin antecedentes de enfermedad 

puerperal (SAN), no hubo diferencias estadísticas en el número de NPMN 

endometriales (P=0.8) entre grupos CTRL y SSO3 (0.1±5.0 y 1.8±4.8, 

respectivamente). Dentro del grupo de vacas con antecedentes de enfermedad 

puerperal (ENF), tampoco hubo diferencias estadísticas (P=0.4) entre grupos CTRL 

y SSO3 (17.0±5.6 y 10.4±6.0). Sin embargo, comparando vacas dentro del grupo 

con solución salina (CTRL), las vacas con antecedentes de enfermedad puerperal 

(ENF) tuvieron mayor número de NPMN (17.0±6) comparado con las vacas del 

grupo sin antecedentes de enfermedad puerperal (SAN) (0.1±5) (P<0.05). Por otra 

parte, dentro del grupo de vacas con solución salina ozonizada (SSO3), no hubo 

Grupo Tratamientos N Media ± EE Min Q1 Mediana Q3 Max 

SAN CTRL 10 0.10 ± 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 
SAN SSO3 11 1.81 ± 0.80 0.00 0.00 1.00 2.00 7.00 
ENF CTRL 8 17.0 ±9.58 0.00 1.50 4.00 24.00 77.00 
ENF SSO3 7 10.42 ± 8.18 0.00 0.00 2.00 9.00 59.00 
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diferencias estadísticas entre los grupos SAN y ENF (1.8±5 y 10.4±6, 

respectivamente; P=0.26) (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Promedio de neutrófilos polimorfonucleares por grupo en citologías endometriales 48 horas 
después de aplicado el tratamiento. Conteo de NPMN, neutrófilos polimorfonucleares; dividido en 
SAN, vacas sin antecedentes de metritis; ENF, vacas con antecedentes de metritis; subdivididos en 
SSO3, solución salina ozonizada (50 ml, 5.6±0.5 O3 ppm); CTRL, grupo control con solución salina. 
Figura 8. Promedio de neutrófilos polimorfonucleares por grupo en citologías endometriales 48 horas 
después de aplicado el tratamiento. Las líneas horizontales indican el error estándar; a, b, c, 
columnas con diferente letra indica diferencias estadísticas P<0.05. El recuadro interior es otra 
representación del efecto de la interacción; se destaca que en vacas ENF-SSO3, la respuesta en el 
aumento de NPMN fue menor comparado con ENF-CTRL; lo cual sugiere un posible efecto 
antiinflamatorio. 

 

7.2 Resultados experimento 2 

Se presenta el número de neutrófilos polimorfenucleares endometriales/200 

células por grupo experimental (cuadro 2), así como los porcentajes de vacas Con 

y Sin ESC (cuadro 3). 

Cuadro 2. Número de neutrófilos polimorfonucleares endometriales/200 

células por grupo para el experimento 2. 

Grupo N Media±EE Min Q1 Mediana Q3 Max 
CTRL 13 14.38 ±8.34 0.00 0.00 6.00 11.00 110.00 

SSO3 13 17.08±8.00 0.00 2.00 5.00 17.00 107.00 
CTRL, grupo control con solución salina; SSO3, solución salina ozonizada (50 ml, 5.6±0.5 O3 ppm); 
N, observaciones por grupo; EE, error estándar; Min, mínimo; Q1, primer cuartil; Q3, tercer cuartil; 
Max, máximo. 
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Cuadro 3. Porcentaje de vacas con y sin endometritis subclínica por grupo. 

 

 

 

CTRL, grupo control con solución salina; SSO3, solución salina ozonizada (50 ml, 5.6±0.5 O3 ppm); 
SI, porcentaje de vacas con ESC, NO, porcentaje de vacas sin ESC; ESC, endometritis subclínica. 

 

En el cuadro 4 se presenta el número de neutrófilos polimorfonucleares 

endometriales/200 células entre grupos experimentales para vacas diagnosticadas 

con (SI) o sin (NO) endometritis subclínica. 

Cuadro 4. Conteo de neutrófilos polimorfonucleares en vacas con y sin 

endometritis subclínica, por grupo y total. 

 Conteo de NPMN en vacas con y sin ESC por grupo y total 

Grupo SI NO TOTAL  
CTRL 71.0 ±39.0 4.1 ± 1.5 14.4 ± 8.3  
SSO3 34.7 ±14.7 2.0 ±0.7 17.1 ± 8.0  

CTRL, grupo control con solución salina; SSO3, solución salina ozonizada (50 ml, 5.6±0.5 O3 ppm); 
SI, conteo de NPMN de vacas con ESC ± EE, NO, conteo de NPMN de vacas sin ESC ± EE; ESC, 
endometritis subclínica; EE, error estándar. 

 

El porcentaje de vacas con ESC al día 30 fue de 30.7%. Se observó una 

tendencia estadística (P=0.09) para diferencias en el porcentaje de vacas con ESC 

entre grupos CTRL y SSO3 (15.4 y 46.2%, respectivamente). El análisis de 

regresión logística indicó una tendencia estadística (P=0.1); las vacas que 

recibieron el tratamiento con ozono (SSO3) tuvieron 4.7 veces mayor riesgo (0.73-

30.3, LC95%) de desarrollar ESC que las vacas que recibieron únicamente solución 

salina (CTRL). 

 

 

 Vacas con ESC  
Grupo Si No  

CTRL 15.4% (2/13) 84.6% (11/13)  
SSO3 46.2% (6/13) 53.8% (7/13)  
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VIII. DISCUSIÓN 

 

Durante el puerperio, el útero es invadido de manera natural por bacterias 

mientras que la capacidad de la vaca para montar una respuesta inmune es 

determinante entre el desarrollo de una infección o su control (Santos y Bicalho, 

2012; Dervishi et al., 2016). En el presente trabajo, reportamos que las vacas con 

antecedentes de metritis (ENF) presentan mayor respuesta en el número de NPMN 

después de aplicar los tratamientos experimentales al día 54 postparto en 

comparación con las vacas sin antecedentes de metritis (SAN). Aunado a esto, un 

tratamiento propuesto para la endometritis subclínica es la aplicación de solución 

salina fisiológica aplicada en lavados uterinos a pesar de que ésta genera un ligero 

efecto irritante (Dini et al., 2015). Por otra parte, se ha reportado que existe una 

mayor cantidad de interleucinas inflamatorias en el útero de vacas que presentan 

endometritis clínica, endometritis subclínica y antecedentes de distocia (Ill-Hwa et 

al., 2014; Healy et al., 2014). Estudios adicionales realizaron análisis 

transcriptómicos en vacas a los 21 días post parto y demostraron que las vacas con 

antecedentes de endometritis clínica presentan un mayor nivel de IL-17A (Foley et 

al., 2015), la cual a través de la vía IL-8 estimula el reclutamiento de células 

inflamatorias (Hirata et al., 2008; Ahn et al., 2015). Considerando en conjunto todo 

lo anterior, una posible explicación a la mayor respuesta en el número de NPMN en 

vacas con historial de metritis y endometritis clínica pudieran radicar que las células 

endometriales de vacas con antecedentes de enfermedad tienen una mayor 

sensibilidad a estímulos irritantes y, por lo tanto, presentan una mayor respuesta 

inflamatoria observada en el incremento en el número de NPMN tanto en el grupo 

CTRL como en SSO3. 

Por otra parte, en diferentes estudios se ha demostrado que el ozono tiene 

un efecto inmunomodulador (Díaz et al., 2013; Asadi et al., 2018; Larini et al., 2005). 

Los resultados de este trabajo indican que en las vacas del grupo ENF-SSO3 la 

cantidad de NPMN no fue diferente de las vacas SAN-SSO3. En estudios previos 
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realizados en monos y ratones se reportó que al aplicar ozono inhalado se 

incrementó la cantidad de factores quimiotácticos liberados por macrófagos 

alveolares para el reclutamiento de neutrófilos (Driscoll et al., 1988; Driscoll et al., 

1993); es decir, obteniendo un efecto proinflamatorio. Estos trabajos fueron 

fundacionales para los experimentos planteados en este proyecto, sin embargo, los 

resultados que aquí se presentan son contrarios a los esperados; efecto 

antiinflamatorio. En estudios recientes se aplicó terapia con ozono en articulaciones 

de ratas con osteoartritis; en respuesta se observó un incremento en IL-10 

(interleucina antiinflamatoria) y la disminución del FNT-α (Asadi et al., 2018). En otro 

estudio reciente realizado en ratas a las que se les indujo enfermedad inflamatoria 

pélvica, se les aplicó terapia con ozono en concentraciones de 45μg/ml y 60 μg/ml, 

observándose una disminución en la cantidad de IL-6 y FNTα (Wei et al., 2018). 

Considerando todo lo anterior, en el presente estudio la terapia con ozono no tuvo 

un efecto proinflamatorio en vacas con antecedentes de metritis. Por lo contrario, la 

terapia administrada pareciera ejercer un efecto antiinflamatorio, el cual podría estar 

asociado a una mayor expresión de factores antiinflamatorios (IL-10) o bien a una 

menor expresión de factores proinflamatorios (FNT-α) (Asadi et al., 2018; Wei et al., 

2018), hipótesis pendiente de ser desafiada. 

Contrario a la hipótesis planteada, el ozono no previno la ESC; los resultados 

demuestran que la aplicación del tratamiento preventivo incrementó la proporción 

de vacas con ESC. No queda claro el porqué de este resultado, sin embargo, una 

posible explicación pudiera radicar en una baja capacidad bactericida del protocolo 

utilizado y a su presunto efecto inmunomodulador como el observado en el primer 

experimento. Un estudio en donde se comparó la capacidad del sulfato de 

gentamicina (Gentafar 10%) y el de un preparado comercial de ozono (Sanofoarm®) 

en aplicación intrauterina para el control bacteriano, demostró que el ozono tiene 

una mejor capacidad para controlar la carga bacteriana debido a su conocido efecto 

bactericida (Durrani et al., 2017). En otro estudio se desafió la capacidad del ozono 

para ejercer control bacteriano en donde se aplicó agua ozonizada a diferentes 
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superficies que fueron expuestas a contaminación fecal. Los resultados indicaron 

que tras la aplicación de agua ozonizada en 4 y 9 ppm durante un minuto, se logró 

disminuir la carga patogénica a un nivel seguro (3.6 log 10 patógenos a base de 

estiércol) (Megahed et al., 2018). Aunado a esto, los resultados obtenidos en el 

primer experimento sugieren la existencia de un posible efecto antiinflamatorio en 

el útero con el protocolo utilizado en el presente estudio. Tomando en cuenta todo 

lo anterior, una posible explicación al resultado del incremento en la proporción de 

vacas con ESC en el grupo tratado es la siguiente: es posible que la aplicación del 

tratamiento con SSO3 no lograra controlar la carga bacteriana, sin embargo, pudo 

haber ejercido un efecto inhibitorio en la respuesta inmune. Al no haber un control 

bacteriano total junto con una disminución en la respuesta inmune, se pudo haber 

inducido una mayor proliferación bacteriana lo cual derivó en una respuesta inmune 

más agresiva. Finalmente, como es sabido, una respuesta inmune descontrolada 

es el primer paso en la patogenia de la ESC. Si bien, esta explicación es una 

posibilidad remota, se fundamenta en que el protocolo utilizado (dos dosis de 5.6 + 

0.5 ppm en 50ml a intervalo de 7 días) no fuera capaz de controlar la carga 

bacteriana.  

Los efectos benéficos sobre la salud uterina del tratamiento preventivo con 

ozono han sido demostrados ampliamente (Djuricic et al., 2012b; Zobel et al., 2014; 

Constantin y Bîrţoiu, 2016). En esos estudios, se utilizó una presentación comercial 

de ozono disuelto en espuma (Riger Spray®, Novagen, Italy), la cual no está 

disponible en el mercado nacional. Sin embargo, en México se cuenta con 

generadores de ozono de grado médico para experimentar con un tratamiento a 

base de solución salina ozonizada. Por cierto, hasta donde se tiene conocimiento, 

este es el primer estudio que desafía la hipótesis de que el tratamiento con ozono 

disuelto en solución salina puede ser una opción para mejorar indicadores del 

desempeño reproductivo. Aunado a esto, el presente proyecto es el primer intento 

para obtener un tratamiento preventivo. Las observaciones en campo de 

experimentos en curso en nuestro laboratorio, muestran que 24 horas posteriores a 
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la aplicación del tratamiento en una dosis única (50 ml, 5.6±0.5 O3 ppm) en vacas 

enfermas con metritis, presentan una notable mejoría evaluada a través de las 

secreciones uterinas. Sin embargo, después de unos días vuelven a recaer, lo cual 

sugiere la necesidad de incrementar la frecuencia en la aplicación de los 

tratamientos (resultados no publicados). A pesar de esto, este primer experimento 

servirá de base para el desarrollo de nuevos protocolos que impliquen diferente 

número de aplicaciones y la evaluación de diferentes dosis. También quedará 

pendiente determinar el efecto del tratamiento sobre la salud uterina evaluando el 

impacto que pudiera tener sobre los indicadores del desempeño reproductivo. 
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IX. CONCLUSIÓN 

 

La aplicación de solución salina ozonizada con el protocolo utilizado en el 

presente estudio no incrementa la proporción de NPMN en el endometrio; el 

disminuir la respuesta inflamatoria en vacas con antecedentes de metritis sugiere 

que el tratamiento pudiera tener un efecto antiinflamatorio. Además, la aplicación 

del protocolo preventivo de SSO3 incrementó el riesgo de ESC en vacas sin 

antecedentes de enfermedad puerperal, lo cual pudiera ser explicado a partir del 

efecto regulador a la baja de la respuesta inmune local. 
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ANEXOS 

Anexo A Técnica de Cytobrush 

 

Recomendaciones generales 

 

• Para llevar a cabo la citología endometrial existe como prerrequisito que la 

persona que va a colectar la muestra domine la técnica de inseminación 

artificial. 

• Se deben maximizar los cuidados de asepsia para evitar contaminar el útero, 

recomendamos lavar con agua simple el área peri-vulvar y utilizar siempre 

guantes de látex y camisa sanitaria. 

• La técnica, aunque es poco invasiva, pudiera incomodar a algunas vacas (no 

es necesario aplicar anestesia epidural). Para llevarla a cabo, los animales 

deberán estar siempre sujetados de forma correcta de tal manera que le 

permita al operador trabajar de forma segura. 

• Durante el desarrollo del presente manual realizamos varias pruebas que nos 

permitieron determinar que no es necesario que los animales se encuentren 

en alguna etapa del ciclo estral para poder llevar a cabo la técnica (aunque 

es más sencillo durante el éstro). También, en la literatura se ha reportado 

que no hay diferencias a lo largo del ciclo estral en cuanto a la proporción de 

neutrófilos polimorfonucleares (su conteo nos permite diagnosticar la 

endometritis subclínica). Por lo tanto, no es necesario sincronizar a los 

animales con productos hormonales para tomar una muestra válida. 

• Se recomienda utilizar guantes en todo momento, tanto durante la toma de 

muestra y como durante el procesamiento, para evitar la contaminación. 

• Para llevar a cabo el procesamiento de la muestra (fijación y tinción si es que 

esta última se realiza inmediatamente), se recomienda que sea realizado por 

una persona diferente a quien realiza la recolección de la muestra, para evitar 

la contaminación. 

• Para realizar el procesamiento de la muestra se utilizó una tinción rápida de 

marca Hycel ®, pero puede ser sustituida por alguna tinción rápida de tres 

pasos, obteniendo los mismos resultados. 
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Material 

Las herramientas requeridas para realizar la técnica son adaptaciones de material 

de uso humano y material de uso cotidiano en el establo, las modificaciones para el 

equipo de inseminación se realizaron en un taller de tornos especializado (CARIM 

Automatización, Diseño y Tecnología SA de CV, tel. 442-271-27-90).  

 

 

Material para toma de muestra: 

- Aplicador para inseminación artificial universal (modificado) 

- Cepillos para citología vaginal de uso en humanos marca DL® (modificados) 

- Fundas para inseminación 

- Camisas sanitarias 

- Guantes de látex 

- Guantes de palpación 

 

Material para análisis citológico: 

- Porta objetos 

- Tinción rápida de 3 pasos (Hycel ®) 

- Tijeras  

- Microscopio óptico. 
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Modificaciones del equipo 

- Aplicador  

El aplicador cuenta con dos partes denominadas A y B, para su mejor 

entendimiento; La pieza B debe mandarse a roscar en su externo final, de manera 

que el mango del cepillo citológico enrosque en este extremo (la modificación de la 

pieza B se realiza en un taller de tornos).  

 

Aplicador para inseminación artificial 

 

 

 

 

Rosca en extremo final 

 

 

B 

A 

B 
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- Cepillos  

Los cepillos citológicos son cortados a 10 cm del inicio del cepillo; al mango se le 

introduce una broca de 1/16”, para hacer más grande el hueco interno del mango. 

En este hueco enroscará la pieza B modificada. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Corte a 10 cm del inicio del cepillo 



 

58 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introducir broca para hacer más grande el hueco 

 

 

 

Armado  

Para armar el equipo es importante utilizar guantes para evitar la contaminación 

de la muestra. 

 

1. Sin sacar el cepillo citológico de su envoltura y con el aplicador de semen 

armado, se inserta la pieza B en el mango del cepillo y se rota en dirección 

de las manecillas del reloj, de manera que la pieza B entre en el mango del 

cepillo, por lo menos 0.5 cm. 
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Colocación de cepillo en el aplicador 
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2. Se introduce el mango del cepillo dentro de la pieza A justo hasta donde 

inician las cerdas del cepillo.  

 

Introducir el mango del cepillo en el aplicador 

 

 

 

3. Se coloca la funda para inseminación dejando el cepillo visible en el extremo. 

 

Colocación de funda  
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4. Se coloca la camisa sanitaria 

Colocación de camisa sanitaria 
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Toma de muestra 

Para la toma de muestra es necesario utilizar guantes de palpación.  

 

1. Se introduce la mano en el recto de la vaca y se identifica el cérvix. 

Introducir la mano en el recto  
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2. Se introduce el aplicador de semen en la vagina de la vaca utilizando la 

técnica de inseminación artificial. 

Insertar el aplicador 

 

 

3. Se introduce el aplicador a través del cérvix 

 

4. Una vez dentro del útero se expone el cepillo empujando 2 cm la pieza B y 

se asegura que éste entre en contacto con el cuerpo del útero. 

 

 

5. Se rota la pieza B de manera gentil en dirección a las manecillas del reloj 

dando 3 vueltas. 

 

6. Se retrae 2 cm la pieza B 

 

7. Se retira el aplicador procurando no contaminarlo 
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Toma de muestra 

 

 

Procesamiento de muestra 

Para el procesamiento de la muestra deben utilizarse guantes limpios y 

preferentemente que lo haga una persona distinta a la que tomó la muestra para 

evitar contaminación. 
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1. Se retira la camisa sanitaria 

Retirar la camisa sanitaria 

 

 

2. Se corta la punta de la funda de inseminación 

Corte de funda 
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3. Se expone el cepillo 

Exponer el cepillo 
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4. En el portaobjetos se rota el cepillo en dirección de las manecillas del reloj, 

ejerciendo una ligera presión, de modo que se adhiera la mayor cantidad de 

muestra en el portaobjetos. 

Rodamiento de cepillo 

5. Se fija y se tiñe la muestra de acuerdo a las instrucciones del fabricante de 

la tinción Hycel®. 
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Tinción de muestra 

 

 

Análisis de la muestra 

 

1. En el microscopio óptico se enfoca la muestra con un objetivo 400x. 

2. Se cuentan 200 células incluyendo células epiteliales y neutrófilos 

polimorfonucleares (NPMN). 

3. Se obtiene el porcentaje de NPMN. 

4. De acuerdo con este porcentaje y dependiendo de los días postparto a los 

cuales se tomó la muestra se determina si la vaca cursa o no por un proceso 

de endometritis subclínica. 

 

 

 

1 2 

3 
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Muestra con endometritis subclínica vista al microscopio 
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 Muestra sin endometritis subclínica 

 

Diagnóstico de endometritis subclínica 
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Anexo B Protocolo para determinación de ozono residual en 

solución salina 

 

Principio  

El ozono reacciona con yoduro de potasio (KI) para producir yodo (I2) y agua. 

Para resultados más precisos se debe hacer alcalina la solución de KI durante la 

absorción de ozono. En la práctica, las soluciones de KI rápidamente se vuelven 

alcalinas durante el proceso, por lo que no se requiere de buffer. Después de 

acidificar inmediatamente, el yodo liberado se titula con tiosulfato de sodio 

(Na2S2O3), con almidón como indicador. 

𝑂3 + 2𝐻+ + 2𝐼− → 𝐼2 + 𝑂2 + 𝐻2𝑂 

La estabilidad de las soluciones con ozono disminuye progresivamente con 

el incremento de la temperatura arriba del congelamiento y con el incremento del 

pH arriba de 3.0. 

Muestras y almacenaje 

Determinar el ozono inmediatamente; las muestras no pueden ser 

preservadas o almacenadas por la inestabilidad del ozono residual. La estabilidad 

del ozono residual se mejora marcadamente con bajas temperaturas y bajo pH. 

Minimizar la aeración durante la toma de muestra. 

Equipo 

Equipo ozonificador de grado médico (Oxyzonic System Medic, EDE Ozone) 

Oscilador  
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Materiales 

1 frasco lavador de gases 

1 pinzas para bureta 

1 bureta de 25 ml 

1 soporte universal 

2 matraces aforados de 1 L 

4 matraces Erlenmeyer de 250 ml 

1 vaso de precipitados de 50 ml 

1 probeta de 50 ml 

1 probeta de 250 ml 

1 frasco con tapa de 250 ml 

Reactivos 

Tiosulfato de sodio (Na2S2O3) 0.0005 N, marca Fermont (catalogo:72912)  

Yoduro de potasio (KI) 1g/ml, marca Karal (catalogo: 5090) 

Almidón, marca Golden Bell (catalogo: 36920) 

Ácido sulfúrico concentrado, marca Karal (catalogo: 1030) 

Procedimiento  

Preparación de soluciones 

Preparación de solución de tiosulfato (anhidro).  

Primero realizar una solución 0.05 N, y luego diluir 1:100. 

𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 ×  𝐿 ×
𝑃𝑀

𝑐𝑎𝑟𝑔𝑎
= 𝑔 
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0.05 𝑁 × 1 𝐿 ×
158 

𝑔
𝑚𝑜𝑙

2
= 𝑔 

3.95 = 𝑔 𝑑𝑒 𝑡𝑖𝑜𝑠𝑢𝑙𝑓𝑎𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑠𝑜𝑑𝑖𝑜 𝑎𝑛ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜 

Pesar 3.95 𝑔 𝑑𝑒 𝑡𝑖𝑜𝑠𝑢𝑙𝑓𝑎𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑠𝑜𝑑𝑖𝑜 𝑎𝑛ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜 y disolver en 900 ml de agua 

destilada en matraz aforado de 1 L. Aforar con agua destilada. Mezclar bien. 

Diluir de la siguiente manera para lograr una concentración 0.0005 N: tomar 

10 ml de la solución 0.05 N y aforar con agua destilada a 1 L en otro matraz aforado. 

Solución de KI 

Disolver un gramo de yoduro de potasio en un mililitro de solución salina. 

Cuidar que no se contamine. 

 

Procedimiento 

Colocar en cada matraz Erlenmeyer 0.6 ml de solución de KI.  

 

Colocar 150 ml de solución salina en el lavador de gases. Ozonificar por el 

tiempo deseado. 
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Medir 30 ml de solución ozonificada y depositar en matraz con KI, tapar 

inmediatamente. 

 

Llevar muestra al oscilador por 3 minutos 

 

La solución ozonificada restante se debe colocar en el frasco con tapa de 250 

ml. Se debe cerrar bien frasco entre cada toma de muestra. 
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A los 5 minutos tomar la siguiente muestra de 30 ml de solución ozonificada, 

depositar en matraz Erlenmeyer con solución de KI, tapar y dejar en agitación suave 

por 3 min en el oscilador. 

A los 15 minutos tomar la siguiente muestra de 30 ml de solución ozonificada, 

depositar en matraz Erlenmeyer con solución de KI, tapar y dejar en agitación suave 

por 3 min en el oscilador. 

A los 20 minutos tomar la siguiente muestra de 30 ml de solución ozonificada, 

depositar en matraz Erlenmeyer con solución de KI, tapar y dejar en agitación suave 

por 3 min en el oscilador. 

Agregar a la muestra 39.8 microlitros de ácido sulfúrico concentrado. Titular 

hasta que bajar la tonalidad de color amarillo con tiosulfato de sodio 0.0005 N.  

  

 

Agregar 0.6 ml de almidón. 
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La solución se tornará azul 

 

 

Continuar titulando hasta que la solución sea trasparente  

 

 

El procedimiento se realiza por triplicado 
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Para determinar las partes por millón de O₃ se aplica la siguiente formula:   

0.4( 𝑚𝑙 𝑑𝑒 𝑡𝑖𝑜𝑠𝑢𝑙𝑓𝑎𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑠𝑜𝑑𝑖𝑜 0.0005 𝑁 𝑔𝑎𝑠𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑙𝑎 𝑡𝑖𝑡𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛) = 𝑃𝑃𝑀𝑂₃ 

 

Disociación del ozono en SSF 

Curva de ozonificación con diferentes grados de concentración de flujo de ozono. 

0´ 5´ 15´ 20´

0

5

10

15

Minutos post ozonificación

O
z
o
n
o
 l
ib

re
 P

P
M

3 min 0.5 O2 , 35 g/ml

3 min 0.5 O2 , 70.09 g/ml

5 min 0.5 O2 , 81.78 g/ml

 

Curva de concentración de ozono en tiempo 

 

O´ 5´ 15´ 20´

0

5

10

15

20

Minutos post ozonificación

1 MIN 0.5 O2, 70.09 g/ml

2 MIN 0.5 O2, 70.09 g/ml

3 MIN 0.5 O2, 70.09 g/ml

O
z
o

n
o

 l
ib

re
 P

P
M
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