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1. Titulo

“Influencia del plasma rico en plaquetas sobre la flora bacteriana del tracto reproductivo de
yeguas”



2. Resumen

La endometritis bacteriana es consecuencia de infecciones ascendentes en el tracto
reproductivo por alteraciones de los mecanismos de defensa y causa problemas de fertilidad.
El objetivo de este estudio fue aislar e identificar las bacterias presentes en el Utero y vagina
de yeguas, verificar su resistencia a antibidticos y determinar si la aplicacion del plasma rico
en plagquetas (PRP) disminuye la presencia de bacterias en el tracto reproductivo. Se utilizaron
yeguas mestizas ciclicas (n=9), entre 6 a 12 afios de edad. Fue realizado el acompafiamiento
folicular, una vez detectado un foliculo > 35 mm y un edema uterino grado 3, se realizaron
hisopados uterinos y vaginales, y posteriormente la inseminacion artificial (IA). 4h después se
realizo la aplicacion intrauterina de PRP con aproximadamente 37,01 + 12.13 x10¢ plaquetas.
Pasadas 48h fue realizado un segundo hisopado para cultivo microbioldgico y antibiograma.
Staphylococcus coagulasa negativa fue la bacteria que crecié en Utero y vagina con mayor
frecuencia con 43% (3/7) y 50% (3/6) respectivamente. E.coli, Klebsiella spp y Micrococcus
tuvieron presencia del 14% (1/7) encontrados Unicamente en el Utero de una sola yegua antes
de la aplicacion de PRP. Después de la inoculacion de PRP hubo una reduccion de las
bacterias aisladas, Staphylococcus spp present6 una frecuencia de 25% (1/4) en Utero y 29 %
(2/7) en vagina. Staphylococcus spp mostré mayor resistencia a penicilina (44%) , ampicilina
(43%) y gentamicina (31%). A su vez E.coli fue resistente a todos los antibidticos testados y
Staphylococcus aureus presentd resistencia a enrofloxacina. La aplicacién de plasma rico en
plaquetas disminuye el crecimiento bacteriano en uUtero y altera la microflora en vagina.
Staphylococcus coagulasa negativa y E.coli son bacterias consideradas de riesgo debido a su

elevada resistencia a antibioticos.

Palabras Clave: PRP, (tero, vagina, antibioticos, microorganismos.



2.1. Abstract

Bacterial endometritis is a consequence of ascending infections in the reproductive tract due
to alteration of defense mechanisms and causes fertility problems. The aim of this study was
to isolate and identify bacteria present in the uterus and vagina of mares, verify their antibiotic
resistance and determine if the application of platelet-rich plasma (PRP) reduces the presence
of bacteria in the reproductive tract. Cycling crossbred mares (n=9) between 6 to 12 years old
were used. Follicular development was performed, once a follicle > 35 mm and grade 3
uterine edema was detected, uterine and vaginal swabs were collected, followed by artificial
insemination (Al). Four hours later, intrauterine PRP was applied with approximately 37.01 +
12.13 x10- platelets. After 48 hours, we performed a second swab for microbiological culture
and antibiogram. Coagulase-negative Staphylococcus was the bacteria that grew most
frequently in the uterus and vagina with 43% (3/7) and 50% (3/6) respectively. E. coli,
Klebsiella spp, and Micrococcus with a presence of 14% (1/7) were only found in the uterus
of a single mare before PRP application. After the inoculation of PRP, there was a reduction
of isolated bacteria, Staphylococcus spp had a frequency of 25% (1/4) in the uterus and 29%
(2/7) in vagina. Staphylococcus spp showed more resistance to penicillin (44%), ampicillin
(43%), and gentamicin (31%). E. coli was resistant to all antibiotics tested, and
Staphylococcus aureus presented resistance to enrofloxacin. The application of platelet-rich
plasma reduces bacterial growth in the uterus and alters the microflora in vagina.
Staphylococcus coagulase-negative and E. coli are bacteria of risk due to their high resistance

to antibiotics.

Keywords: PRP, uterus, vagina, antibiotics, microorganisms



3. Introduccién

Las yeguas son animales poliéstricas estacionales de dias largos. Presentan ciclos estrales
de 21 dias, siendo 14 dias de diestro que es la fase lutea y 7 dias de estro la fase folicular
(Samper, 2000). Algunos factores que influyen en la fertilidad de las yeguas son la
disponibilidad de alimento, el clima y la actividad que realizan (Aldaz, 2015; Galina &
Valencia, 2008; McManus,2000). A esto se suma la endometritis, que es una de las patologias
mas frecuentes en yeguas, siendo una de las principales causas de infertilidad, debido a
cambios que se producen en el Utero siendo incompatibles con la prefiez (Gutjahr et al., 2000;
Gajos et al., 2015).

La endometritis se define como la inflamacion del endometrio o de la mucosa uterina
(Gutjahr et al., 2000). Es una consecuencia de la interaccion entre un agente causal infeccioso
0 no infeccioso y los mecanismos de defensa del Utero (Martin & Ortega, 2020). Por un lado,
los agentes infecciosos pueden ser de origen bacteriano o fungico y, los no infecciosos
producidos como respuesta de la hembra a la monta o a la IA. Dentro de los mecanismos de
defensa alterados encontramos la disminucion en la contractibilidad uterina, alteracion en la
respuesta hormonal, cambios vasculares en el endometrio entre otras (Canisso & Coutinho Da
Silva, 2015).

Estudios muestran que la mortalidad embrionaria precoz es mucho mayor en yeguas que
padecen endometritis que en yeguas sanas, generando importantes pérdidas econémicas para
los productores (Christoffersen et al., 2015). La endometritis es causada por bacterias
aerdbicas como Escherichia coli, Proteus spp, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp,
Pseudomona aeruginosa, Klebsiella Pneumoniae (Eaton., et al 2010). La bacteria mas
comunmente aislada en el endometrio de las yeguas es el Streptococcus equi zooepidemicus
(LeBlanc & Causey, 2009).

La conformacién vulvar tiene directo impacto en el mantenimiento de la sanidad del
aparato reproductor de la yegua. La vulva se encuentra constituida por dos labios en la
porcion media del tracto, conformado por dos comisuras en el sitio de unién (Dyce,2003). Las
condiciones Optimas de ésta, radica en formar un cierre que disminuye la entrada de agentes
extrafos a la vagina en el tracto tubular (Aldaz,2015).

El exceso de manipulacion uterina y tratamiento de endometritis persistente con
recidiva puede alterar la microbiota del tracto reproductivo, por lo que es importante
identificar bacterias en la mucosa uterina y vaginal para aplicar un tratamiento adecuado en

casos de endometritis y problemas reproductivos en yeguas (Paredes et al., 2022).



El plasma rico en plaguetas (PRP) es un concentrado autdlogo de plaquetas que
proporciona una fuente de factores de crecimiento, quimiocinas y citocinas (Hessel et al.
2015; Chicharro-Alcantara et al. 2018; Lang & Herrmann 2018; Muir et al. 2019;). Es rico en
péptidos y proteinas de sefializacion intercelular, asi como citoquinas capaces de intervenir en
cada una de las etapas de la regeneracion de varios tejidos, suprime la expresion de citocinas
proinflamatorias como IL-1 y TNF o y regula la inflamacion intrauterina a través de la
disminucion de COX-2 del endometrio (Segabinazzi et al., 2017).

Por lo tanto, los objetivos planteados en este estudio fueron: Estudiar la flora bacteriana
del tracto reproductivo de yeguas. Identificar y caracterizar la flora bacteriana del Gtero y
vagina de yeguas. Determinar la resistencia bacteriana a los antibidticos comunmente
empleados en el tratamiento de endometritis. Verificar el efecto del tratamiento con PRP
sobre la flora bacteriana de Gtero y vagina de yeguas.

Como hipétesis del presente trabajo tenemos que la aplicacion de PRP intrauterino altera la

flora bacteriana del tracto reproductivo de yeguas.



4. Marco teorico

4.1. Anatomiay Fisiologia del Aparato Reproductor

El aparato reproductor de la yegua esta suspendido por una doble ldmina de

peritoneo que sostiene ovarios, oviductos, Gtero, cérvix, vulva y parte anterior de

la vagina y vulva.

4.1.1. Vulva

La vulva se define como la abertura externa del aparato reproductor de la

yegua, estd conformada por una hendidura vulvar de 12,5 a 15 cm de alto y
bordeada por dos labios redondos y prominentes. Los labios se encuentran
dorsalmente en angulo agudo y forman la comisura dorsal a 5 cm, ventral al
ano. Se unen ventralmente para formar la comisura ventral, la cual es
redondeada y gruesa (Sisson & Grossman, 2001), en la comisura inferior se
encuentra la fosa del clitoris (Morel & Berasategui, 2006).

4.1.2. Vagina

La vagina es el canal que se extiende horizontalmente a través de la

cavidad pelviana desde el cuello uterino a la vulva (Sisson & Grossman, 2001).
Es un o6rgano tubular que mide horizontalmente entre 15 a 20 cm dentro de la
cavidad pélvica, desde el orificio externo del cérvix hasta el pliegue transversal
que recubre el orificio externo de la uretra (Brinsko et al., 2011), y cuando esta
extendida alcanza de 10 a 12 cm de didmetro (Sisson & Grossman, 2001).
Cumple una gran actividad secretora que depende del estado endocrino de la
hembra, siendo mayor frecuencia en el periodo de estro o celo durante la cual
el epitelio escamoso estratificado se engrosa protegiendo el interior de la
misma durante la copula y evitando la entrada de agentes patogenos (Morel &
Berasategui, 2006).

4.1.3. Cérvix

El cérvix o también llamado cuello uterino, es la parte caudal estrecha que
se une con la vagina. Tiene forma de semicono plano, no tiene anillos
cervicales. y posee varios pliegues longitudinales. El cérvix tiene una longitud
de aproximadamente 5 a 7,5 cm y 3.5 a 4 cm de didmetro. No es visible
externamente, sin embargo, puede ser palpado a través de la pared vaginal.
Durante el celo, el cérvix se mantiene flacido y en el diestro o gestacion

permanece cerrado Yy rigido.



4.1.4. Utero

El utero es un drgano muscular hueco que continda con las trompas
uterinas cranealmente, situado en la cavidad abdominal. Se encuentra sujeto en
la region sublumbar y en las paredes laterales de la cavidad pelviana por dos
pliegues de peritoneo. Esta conformado por dos cuernos, el cuerpo y el
cuello.Los cuernos del Gtero son cilindricos cuando se encuentran distendidos y
miden 25 cm de longitud (Sisson & Grossman, 2001). El cuerpo del Gtero esta
situado parcialmente en la cavidad abdominal y pelviana.Tiene forma de
cilindro (Sisson & Grossman, 2001), y mide en promedio de 15 a 20 cm de
longitud, el grosor en el extremo anterior es de 4 a 6 cm, haciéndose mas
estrecha conforme se acerca al cérvix (Morel & Berasategui, 2006). La pared
del utero se encuentra formada por endometrio, miometrio y perimetrio. El
perimetrio es la capa méas externa, formada por tejido conectivo laxo y se
continta con el ligamento ancho, el miometrio la capa intermedia formada por
fibras musculares longitudinales, una capa vascular intermedia y una capa
interna gruesa de masculo liso circular. EI endometrio es la capa mas interna y
es de vital importancia en la regulacion de la funcién luteal durante el estro y la
gestacion de la yegua (Youngquist & Threlfall, 2007).

4.1.5. Ovarios

Los ovarios tienen forma de rifion y son mas pequefios que los testiculos.
Las dimensiones varian dependiendo de cada especie animal, tamafio del
cuerpo y edad. Su tamario se encuentra alrededor de 7a8 cm de largoy 3 a 4
cm de ancho; su peso es de aproximadamente de 70 a 80 gramos. Cada ovario
tiene dos superficies, dos bordes y dos extremidades. El ovario derecho esté a
15 cm mas caudal que el rifion; el ovario izquierdo estd mas caudal que el
derecho y mas cerca de su rifion correspondiente (Sisson & Grossman, 2001).
Se encuentran situados en la regién sublumbar y en contacto con la pared
lumbar del abdomen. La distancia media desde el ovario al orificio vulvar es de
50 a 55 cm en una yegua de tamafio medio y la amplitud con la que se
movilizan los ovarios se encuentra limitada por el mesovario y la posicion del
utero (Morel & Berasategui, 2006).

El ovario de la yegua tiene una zona vascular en su superficie, la cual rodea el

ovario en el margen mesovarial. En la parte opuesta encontramos la fosa



4.2.

ovarica que se encuentra recubierta por el epitelio germinativo. En la fosa
ovarica tiene lugar la ovulacion que ocurre en los periodos del estro (Sisson &
Grossman, 2001).

Fisiologia de la Reproduccion

Las yeguas son reproductoras poliéstricas estacionales, utilizan el fotoperiodo
alto para planificar su actividad reproductiva: actividad ovulatoria o ciclicidad
estral en dias con mayor cantidad de horas luz (Brinsko & Blanchard, 2011).
Ademaés del fotoperiodo, existen factores de gran importancia como edad, estado
reproductivo, nutricion, condicién corporal que interfieren en la actividad
reproductiva estacional de la yegua (Aurich, 2011; Cunningham, 2009).

La yegua presenta ciclos estrales que se repiten. Con el fin de establecer
intervalos interovulatorios, se estimula el eje de hipotalamo-hipofisis-gonadal.
Este estimulo estd determinado por la retina que actia como un fotorreceptor y
convierte la informacion neuronal en sefiales hormonales, que se transmite al
nucleo hipotalamico y la glandula pineal.

La disminucion de la secrecion de melatonina permite la actividad del eje
hipotalamo-pituitario-gonadal, lo que conduce a la progresion de los ciclos
estrales hasta lograr concebir. Los meses con mas horas oscuras del afio son los de
mayor secrecion de melatonina, lo que hace que los foliculos no alcancen su pleno
crecimiento para lograr la desviacion y la maduracion folicular (Cunningham,
2009).

La actividad ovérica aumenta conforme las horas luz se incrementan en el
hemisferio Sur, cuyo patron ciclico va desde octubre a marzo y se reduce hasta
llegar a finalizar en la época mayo a julio (Nagy et al., 2000). Estas dos épocas
estan separadas por periodos de transicion (Sharpe, 1986). En el hemisferio norte,
los periodos de ovulacion y anestro difieren debido a la diferente duracion del dia
y en patrones opuestos para el hemisferio sur (Nagy et al., 2000; Cunningham,
2009).

4.2.1. Ciclo estral
El ciclo estral se conoce como el periodo comprendido entre dos
ovulaciones seguidas, acompafiadas de un estro y por concentraciones

plasmaticas de progesterona que se encuentran por debajo de 1 ng/ml, tiene una



duracién de 18 a 24 dias con un promedio de 21 dias y se divide en fase

folicular o estrogénica y fase luteal o diéstrica (Andrade Souza et al.,2011).

El ciclo estral esta determinado por el balance de las hormonas producidas por

la glandula pineal, hipotalamo, la hipofisis, ovarios y endometrio (Ginther et

al., 2008), donde el hipotdlamo cumple una importante funcion en control

reproductivo debido a que los gonadotropos secretan hormonas GnRH,

provocando una estimulacién, sintesis y liberacion de gonadotropinas:

hormona foliculo-estimulante (FSH) y luteinizante (LH), responsables de la

dinamica folicular ovarica, produccion de estrégeno, ovulacion y luteinizacion

del cuerpo luteo (Andrade Souza et al., 2011).

42.1.1.

Estro. La fase folicular o conocida como estro, es caracterizada por
el crecimiento folicular con produccion de estrogenos, resultando
en celo conductual. Varios foliculos empiezan a madurar,
generalmente un solo foliculo se vuelve dominante y ovula. Este
proceso varia de 4 a 7 dias, ademas presenta una rapida

disminucion de concentraciones plasmaticas de estrogeno.

El estro o también conocido como celo, es la época donde la yegua
es receptiva. Se caracteriza por el deseo sexual y la aceptacion del
macho por la hembra (Cunningham, 2009). Este periodo tiene una
duracion de 5 dias y se asocia con la liberacién de FSH por la
glandula pituitaria, la cual estimula el crecimiento de un pequefio
namero de foliculos presentes en el ovario. De esta forma varios
foliculos se desarrollan, sin embargo, solamente uno alcanzara
mayor tamafio. Generalmente, la ovulacion en la yegua puede darse
a partir de los 35 mm y se presenta entre las 24 a 48 horas antes de
finalizar el estro (Souza et al., 2011; Cunningham, 2009).



4.2.1.2. Diestro. La fase lutea es el periodo restante del ciclo estral, dura
alrededor de 14 a 15 dias, variando de acuerdo con la duracion del
estro. Se inicia con la ovulacién, formacion del cuerpo lateo y la
secrecion de progesterona, lo que provoca que la yegua ya no
muestre signos de celo conductual (Brinsko & Blanchard, 2011).
En este periodo la yegua no es receptiva al semental. EI cérvix se
encuentra cerrado, y el moco que se ha producido en el estro esta
ausente como consecuencia de la produccion de progesterona. El
diestro comprende la parte restante del ciclo, sin alteracion del
comportamiento del animal, permanece en su actividad cotidiana.
Se caracteriza por la presencia de cuerpo lGteo con produccion de
progesterona, también se le conoce como parte IUtea; su duracion
varia de 12 a 16 dias (Cunningham, 2009).
4.2.2. Fisiologia del Edema Uterino
El edema uterino es provocado por el incremento de los niveles de
estrogeno y los E2 son los responsables de aumentar el grado de edema en el
tracto reproductivo (Samper, 2009). El edema uterino es un signo importante
para determinar el celo, que se expresa por la forma de la llanta de carro. La
principal caracteristica observada en el endometrio durante el ciclo estral de las
yeguas es la presencia de edema durante el celo (Samper 1997). El grado de
edema endometrial se puede medir mediante un sistema de puntuacion personal
para evaluar el grado de edema uterino y la visibilidad de los pliegues
endometriales. La presencia de edema uterino es el signo mas fiable de estro en
yeguas normales, incluso cuando la yegua no esta receptiva. La ausencia de
edema uterino con cuello uterino cerrado es caracteristica de los diestros
(Samper & Pycock 2007).

Samper (2009), indica el puntaje numérico de los grados de edema uterino

que podemos encontrar en una yegua y que significa cada uno:

e Edema uterino grado 0: Existe una homogeneidad de la pared del Gtero
y la presencia de un cuerpo liteo y cérvix cerrado.

e Edema uterino grado 1: Presenta una cantidad minima de edema, en
este grado la yegua recién esta entrando en celo y se caracteriza por

tener un cérvix suave a palpacion y un foliculo de 25-35 mm
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4.3.

dependiendo de la raza y tamafio de la yegua. Pliegues uterinos dificiles
de detectar.

Edema uterino grado 2: Existe una cantidad moderada de edema
presente en el cuerpo del Gtero; los foliculos estan mayor de 35 mm y
los pliegues uterinos se pueden distinguir.

Edema uterino grado 3: Los foliculos tienen un tamafio de 38 mm vy los
pliegues uterinos son faciles de reconocer debido a que estdn mas
gruesos diferente a la clasificacion anterior. EI edema esta presente en
todo el atero.

Edema uterino grado 4. Con una cantidad maxima de edema
considerado normal, presente en todo el Gtero con liquido libre
detectable en el lumen,

Edema uterino grado 5: Es un edema uterino considerado patolégico, se
caracteriza por ecotextura irregular con gran cantidad de liquido libre
en el lumen uterino. La presencia de este edema es evidente cuando
aparece un edema prematuro con un foliculo grande a los 14 a 15 dias

post ovulacion.

La acumulacion de liquido intrauterino es comun en yeguas susceptibles a
la endometritis (Walter et al., 2012). El aumento del edema a menudo se asocia
con el estro. Mientras que Ibrahim et al. (2015) sefiala que la persistencia de
liquidos durante el estro indica que la inflamacion y el edema estan
directamente relacionados con la infertilidad y el aborto espontaneo temprano,
entre otras condiciones. Por otro lado, Davies Morel et al. (2013) asocian la
aparicion de edema uterino agudo (grado 4 a 5) con aislados de bacterias como
Escherichia coli, la cual genera una respuesta inflamatoria agresiva a nivel

endometrial.

Inmunidad Uterina

El Utero de la yegua se mantiene saludable y libre de contaminantes debido a

varios factores que brindan proteccion fisioldgica contra sustancias extrafias (LeBlanc
& Causey, 2009).

4.4.

Barreras Fisicas y Conformacién Vulvar

La cavidad uterina estd protegida por 3 barreras fisicas: Los labios externos que

previenen la contaminacion de la vagina y el utero. El esfinter vestibulovaginal es el
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unico esfinter funcional durante el celo. Y el cuello uterino. Si alguna de estas barreras
es disfuncional, las yeguas seran mas susceptibles a presentar vaginitis y endometritis,
que causan irritacion y facilitan la entrada de bacterias al Utero (LeBlanc & Causey,
2009; Canisso et al. 2016).

Existe una conexion entre el esfinter anal, el tejido conectivo, los musculos
vulvares y los ligamentos. Cuando la yegua tiene una elevada implantacion de cola, la
porcion caudal de la vagina, junto con la vulva, son haladas cranealmente sobre el
isquion, generando la inclinacion de la vulva. Los musculos abdominales de la yegua
disminuyen al presentar mas gestaciones. Lo cual permite que los intestinos retraigan
los esfinteres anal y vulvar, haciendo que la vulva aumente de longitud y se incline
(Scoggin, 2015; Salas, 2022).

Pascoe (1979) elaboro el indice de Caslick, que determina el tipo de conformacién
vulvar y su predisposicion a desarrollar enfermedades infecciosas del tracto
reproductivo debidas a contaminacion fecal (Pascoe, 2007). Cuando una yegua
presenta una conformacién vulvar deficiente, genera un cierre incompleto de los labios
vulvares, permitiendo que los patdgenos asciendan, resultando en vaginitis,
neumovagina, urovagina o endometritis (Hurtgen,2006; Godoy,2015). Una
conformacién vulvar deficiente se produce en yeguas con una condicion corporal baja
y una atrofia muscular debido a la edad (Pascoe, 2006; Pierre & Blackford, 2016).

Tanto la entrada de aire o heces como la estanqueidad de orina predisponen al
animal a padecer una endometritis, por contaminacion constante del aparato
reproductivo, ya que las barreras anatomicas que impiden la contaminacion del mismo
estan alteradas.

Pascoe (1979) desarrollé una técnica para medir la longitud efectiva () y el angulo
de inclinacién (a) de la vulva de la yegua, cuyo producto (I x a) determina el indice de
Caslick, la cual es una herramienta Util para determinar la necesidad de vulvoplastia
(Pascoe, 1979). La longitud efectiva es medida desde la comisura dorsal hasta donde
se palpa el piso pélvico, el angulo de inclinacion de la vulva al plano vertical. Existen
tres grupos de conformacion:

e Grupo I: conformacion vulvar buena. El indice es menor a 100.

e Grupo II: conformacion vulvar regular. El indice esta entre 100 y 150.

e Grupo IlI: conformacion vulvar mala. El indice es mayor a 150.

Por lo tanto, en un disefio ideal, la longitud efectiva normalmente debe ser menor a

4 cm, y la inclinacion con la vertical debe ser lo mas cercana posible a cero o menor a
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10°. Si no se sigue esta regla y el indice de Caslick es alto, se pueden producir
problemas reproductivos (Salas, 2022).

4.4.1. Inmunoglobulinas

El endometrio forma parte del sistema inmunitario de las yeguas, debido a
gue su mucosa produce y secreta inmunoglobulinas. Las inmunoglobulinas se
encuentran presentes en el epitelio glandular, luminal y en las secreciones.
Existen tres tipos de inmunoglobulinas en el tracto reproductivo de la yegua:
IgG, IgM e IgA. Esta ultima, se considera como la que més predomina en el
tracto reproductivo de la yegua (Canisso et al. 2020).

La concentracion de los anticuerpos en el Utero esta regulada por el nivel
de hormonas esteroides, aumentando la concentracion de IgA durante el estro.
Generalmente, el nivel de IgA en el Utero es mas alto que el nivel sérico, es
decir, la 1gA se produce fundamentalmente de forma local y es un importante
factor protector de las superficies mucosas, impidiendo la adhesion bacteriana

a las superficies epiteliales (Tizard, 2018).

4.4.2. Polimorfonucleares

Los polimorfonucleares (PMN) son las primeras células inflamatorias
implicadas en la respuesta inmune celular del utero. Cuando existe la entrada
de microorganismos, el nimero de células inflamatorias en la luz uterina
aumenta, permaneciendo ahi durante varios dias. Estas células forman una
barrera principal en la defensa del Utero contra infecciones, cuya funcién
principal es la fagocitosis (Canisso et al., 2015).

La migracion de PMN al Gtero resulta de la liberacion de quimiocinas en
los sitios de inflamacion; complemento, prostaglandinas, los leucotrienos, las
histaminas y algunas enzimas pueden actuar como quimioatrayentes. La
opsonizacién juega un papel importante en los mecanismos de defensa del
utero al aumentar la fagocitosis de los polimorfonucleares. Las opsoninas se
unen a las superficies microbianas y proporcionan a los PMN sitios de unién
para atacar a los microorganismos; el complemento y la 1gG son las principales
opsoninas en el fluido uterino (Canisso et al., 2020).

En la actualidad, conocemos que los polimorfonucleares ademas de
fagocitar bacterias, producen trampas extracelulares de neutréfilos. Los PMN

liberan ADN y complejos moleculares que se encuentran asociados al ADN
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4.5.

gue llevan elementos nucleicos y proteinas citoplasmaticas, las cuales se
encargan de atrapar y eliminar a las bacterias en el lugar que estén produciendo
la infeccidn, el cual es un proceso conocido como la liberacion de trampas
extracelulares de neutréfilos (NETS) (Logters et al., 2009).

Existen bacterias como S. Zooepidemicus o E. Coli que al entrar en
contacto con los polimorfonucleares se estimula la NETosis, estableciendo que
este medio es uno de los sistemas de defensa de las yeguas contra la
endometritis. Sin embargo, los NETs al ser primera linea de defensa, pueden
presentar como inconveniente fibrosis endometrial secundaria (Rebordéo et al.,
2014).

Bacterias del tracto reproductivo

4.5.1. Bacterias causadoras de vaginitis

La vaginitis se define como la inflamacién de la mucosa vaginal que puede
afectar a yeguas de todas las edades. La vaginitis es causada generalmente por
agentes no infecciosos, posteriormente se produce una proliferacion de
microorganismos saprofitos generando una inflamacion que produce
secreciones vaginales (Feldman, 2000). Estas secreciones pueden presentar
mucopurulento.

Existen bacterias como Taylorella equigenitalis la cual es altamente
contagiosa en caballos y que afecta a la fertilidad en hembras. Esta bacteria se
puede ubicar en la fosa del clitoris y en el (tero. En yeguas este

microorganismo puede dar lugar a una vaginitis y endometritis (Li et al., 2021).

45.2. Bacterias causadoras de endometritis

La endometritis bacteriana se considera una de las principales causas de
infertilidad en la yegua, con una prevalencia entre 25 y 60% en yeguas
infértiles (Benko et al.,, 2015; Canisso et al., 2020; Li et al., 2021).
Generalmente los signos aparecen en yeguas no quedan en gestacion después
de la cubricion y que presentan pérdidas fetales, placentitis (Leblanc & Causey,
2009; Scott et al., 2020).

Los microorganismos que afectan al tracto reproductivo de la yegua son
agentes oportunistas cuya presencia en el Gtero desencadenando problemas que
afectan al ciclo reproductivo normal comprometiendo la vida del animal
(Katila, 2016).
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Dentro de los agentes causales mas comunes de endometritis bacteriana se
encuentran: E. coli, Proteus spp, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp.,
Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus, Klebsiella pneumoniae y algunas
cepas de Pseudomona aeruginosa. Siendo Streptococcus equi zooepidemicus
la que tiene mayor prevalencia en el Utero de las yeguas (Leblanc & Causey,
2009). Esta bacteria forma parte de la flora que permanece en la parte caudal
del tracto reproductor de las yeguas, siendo la principal causa de endometritis
(Causey, 2006). Sin embargo, aunque forma parte de la flora del aparato
reproductivo caudal, causa infeccion del Gtero al llegar por via ascendente,
atravesando vulva, esfinter vestibulovaginal y cuello uterino (Rasmussen et al.,
2013).

4.5.3. Bacterias formadoras de Biofilm
Los agentes patdgenos causantes de la endometritis tienen la capacidad de

producir biofilms, que son capas protectoras que los repelen de su entorno,
permitiendo su maduracién, proliferacion y haciendo mas dificil el ataque
hacia ellos (Diaz, 2013; Martinez, 2019)

El mecanismo patogénico de las bacterias se basa en su adhesion a las
superficies epiteliales, impidiendo su extraccion fisica y la produccion de
toxinas, lo que provoca la irritacion del endometrio, produciendo la formacion
de exudados inflamatorios y conduciendo a la formacion de biofilms sobre las
que forman un matriz de adherencia. Esto promueve infecciones persistentes.
Los biofilms brindan un mayor soporte al epitelio, resistencia a los antibiéticos,
asi como a las defensas celulares y humorales (Katila, 2016).

Existen bacterias que se adhieren fuertemente a la superficie epitelial lo
que impide su eliminacion fisica. La evaluacion de las bacterias aisladas del
utero de la yegua, sugiere que la mayoria de los aislados de Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella
pneumoniae son capaces de producir una biopelicula, mediadas en parte por
proteinas de union a fibronectina y capsulas de acido hialurénico.

El material del biofilm adherido es multifocal, con una mayor adherencia
entre los pliegues del tejido y en los cuernos uterinos. Las bacterias se
encuentran en mayor namero en la profundidad de las glandulas endometriales

en comparacion con la superficie luminal (Ferris, 2017).
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4.6. Cultivo

El cultivo es una técnica microbiolégica muy importante que nos permite
evaluar e identificar los microorganismos presentes en el Utero y vagina (LeBlanc &
Causey, 2009). El cultivo uterino nos puede ayudar mucho en el diagndstico de las
infecciones uterinas si se utiliza junto con la citologia uterina (Cause, 2006). La
citologia uterina proporciona pruebas directas de la inflamacion uterina y ayuda a
identificar los cultivos falsamente positivos. Sin embargo, el cultivo uterino
proporcionara resultados ambiguos 0 engafiosos si no se realiza la citologia uterina.

Para cultivar estos microorganismos se realiza mediante el método estandar. Se
incuba las bacterias en placas petri y monopetri a 37°C y su evaluacion se realiza a
las 24 h y 48 horas esto para comprobar si existe 0 no crecimiento bacteriano. Su
diagnostico se basa en el tamafio de colonia, la morfologia,la pigmentacion y la
hemolisis. Ademas de usar Agar sangre, se pueden utilizar otro tipo de agares
especiales para una mayor identificacion de los microorganismos, pruebas
bioquimicas y tincion de Gram. Se deben tomar las muestras cuando la yegua se
encuentre al comienzo del estro ya que el cérvix se encuentra relajado y el Gtero es
mas resistente a la infeccion.

Las bacterias mé&s comunes cultivadas en cultivos positivos son: Escherichia
coli, Streptococcus B — hemolitico y Pseudomonas spp. Aunque no sélo se producen
bacterias, sino que también encontramos hongos que también causan endometritis
(Katila, 2016).

4.6.1. Antibiograma

El antibiograma es una prueba microbiologica, que determina la
susceptibilidad o resistencia de un microorganismo a un grupo de diferentes
antibioticos. Esta prueba se utiliza especificamente para estudiar la actividad de
antibidticos frente a bacterias causantes de infecciones y que requieran de
tratamiento antimicrobiano.

Se define como antibidtico a la sustancia capaz de matar o inhibir el
crecimiento de bacterias. Estos pueden ser naturales, sintéticos o
semisintéticos. El uso de antibidticos supone un avance para la eliminacion de
procesos infecciosos, sin embargo, también implica un aumento de niveles de
resistencia antimicrobiana (Pratz,2009).

Una de las principales utilidades del antibiograma es la instauracion de un

tratamiento con el antibidtico correcto. Se necesita saber si el microorganismo
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causante de la infeccién tiene mecanismos que les aporte inmunidad frente a
diferentes antibioticos con el fin de no incluirlo como tratamiento.

El antibiograma es importante en el seguimiento y la confirmacion del
tratamiento. En muchos casos, los tratamientos se comienzan antes de conocer
la sensibilidad de la cepa por lo que el antibiograma nos ayuda a corregir el
tratamiento. Por otro lado, existen microorganismos que mantienen su
sensibilidad original a ciertas drogas, por lo que no seria necesario realizar

pruebas de sensibilidad.

4.6.2. Concentracion inhibitoria minima
Se conoce como la concentracion minima inhibitoria (CMI) de un
antibidtico el cual inhibe el crecimiento de una cepa bacteriana determinada.
Se considera una prueba “gold standard” para determinar la susceptibilidad de
un microorganismo frente a un antibi6tico. Una prueba de sensibilidad que nos
proporcione CMI nos ayuda a determinar el tipo de antibidtico mas eficaz, lo
cual aumenta la probabilidad de eliminar la infeccidn y detener la resistencia
antimicrobiana.
Sensible (S), Intermedia (1), Resistente (R), seguido de la concentracion
minima inhibitoria:
e Sensible: el crecimiento del microorganismo esta inhibido a la
concentracion serica del farmaco usando la dosis habitual.
e Intermedia: el crecimiento del microorganismo esta inhibido a la
dosis maxima recomendada.
e Resistente: las cepas resistentes no son inhibidas por las dosis

habituales de uso.

4.6.3. Antibibticos
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4.6.3.1.

4.6.3.2.

Betalactamicos. Poseen un anillo central de cuatro &tomos llamado
anillo R-lactamico. Su modo de accion es la de inhibir la sintesis de
la pared celular, constituyendo la familia mas numerosa de
antimicrobianos. Son antibidticos de accion lenta, con actividad
dependiente del tiempo, con buena distribucién y escasa toxicidad.
Lo que se agrega de grupos sustituyentes al anillo va a determinar si
se trata de una penicilina, un cephem, carbapenem o un
monobactam (Suarez, 2008). La penicilina va dirigida a bacterias
que no producen B-Lactamasas, gram positivas y gram negativas.
Las acilamino-penicilinas mantienen actividad contra muchas
especies gram negativas. Las penicilinas resistentes a penicilinasas
tienen una actividad contra gram positivos, inclusive
Staphylococcus productores de penicilinasas (Mesa et al., 2007).
Por altimo, la ampicilina posee un amplio espectro antimicrobiano
contra bacterias gram positivas y gram negativas. Algunas bacterias
que presentan resistencia son Staphylococcus productores de
penicilinasas, Pseudomona aeuroginosa, Klebsiella entre otros
(Goodman & Gilman, 2007).

Fluoroquinolonas. Es un grupo de agentes antibacterianos
sintéticos, de amplio espectro, bactericidas de gran penetracion
intracelular que han tenido éxito en tratamientos de infecciones
leves, moderadas y graves. Dentro de las fluoroguinolonas
encontramos la enrofloxacina, caracterizada por una buena
actividad antimicrobiana contra bacterias gram positivas y gram
negativas. Ademas, también actla contra microorganismos
susceptibles o resistentes a los antibidticos de uso habitual en

animales (Maguifia & Solari, 2006).
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4.6.3.3.

4.6.3.4.

Sulfonamidas y Trimetoprima. Este grupo se encuentra formado
por varios agentes quimioterapéuticos con similar espectro de
actividad, inhibiendo el metabolismo del folato. El sulfisoxazol es
la sulfonamida mayormente usada en el tratamiento de infecciones.
El sulfametoxazol se usa en combinacién fija con trimetoprima,
ambos farmacos bacteriostaticos, produciendo una inhibicion
secuencial en dos pasos del metabolismo del folato de ciertas
bacterias gram negativas y gram positivas, sin embargo,
Pseudomona aeruginosa puede presentar resistencia (Benavides-
Plascencia, 2005).

Aminoglucoésidos. La inactivacion enzimatica mediada por
plasmidos representa un mecanismo importante de resistencia
bacteriana en Enterobacterias, Pseudomonas, Staphylococcus y
Enterococcus, aunque también hay otros mecanismos como
alteracion de la permeabilidad de la membrana y/o mutaciones

cromosoémicas.

La gentamicina es un ejemplo de este grupo de antimicrobianos. Su
mecanismo de accion es interferir en la sintesis normal de
proteinas,lo que origina proteinas no funcionales en
microorganismos susceptibles. Presenta un espectro antimicrobiano
frente a bacterias gram negativas, ademas, también tiene actividad
frente a ciertas bacterias gram positivas. Por otro lado, si se los
combina con los betalactdmicos actuan eficazmente contra
infecciones causadas por Streptococcus sp (Goodman & Gilman,
2007).

Tratamiento de endometritis

El tratamiento de endometritis bacteriana se basa en tres principios: corregir

defectos de las barreras fisicas externas, neutralizar agentes bacterianos y finalmente
controlar la inflamacidn post cubricidn con el uso de farmacos y técnicas (LeBlanc &

Causey, 2009). EIl tratamiento para la endometritis radica en que no hay un tipo de
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tratamiento estandarizado debido a que en cada yegua se establece un cuidado
especifico.
4.7.1. Lavado uterino
El lavado uterino con solucion salina estéril e isotonica elimina los
contaminantes uterinos, los residuos, semen antiguo y el exudado inflamatorio,
mejorando el entorno fagocitico (Causey, 2006). Ademas, ayuda a mejorar la
estimulacion de contractibilidad uterina y reclutamiento de opsoninas,
neutréfilos mediante la irrigacion mecénica del endometrio (Vega, 2011). El
lavado uterino esta indicado principalmente en yeguas con problemas para la
eliminacion de exceso de liquido. Se usa de 1 a 2 litros de solucion salina
isotonica estéril o Ringer Lactato dentro del Utero a una temperatura de 40°C.
Este procedimiento se puede acompafiar con un masaje uterino por via rectal
(LeBlanc, 2010).

4.7.2. Ecbolicos
Son sustancias que favorecen la contraccion del miometrio, promoviendo

la salida y drenaje del Utero. Dentro de estos farmacos que abarcan los
ecbolicos se encuentran la oxitocina y la cloprostenol que es un anélogo de la
prostaglandina F2a (Swift et al., 2020). La oxitocina se utiliza ampliamente
para el tratamiento de las infecciones uterinas en los caballos. Es segura,
barata, no invasiva, no irritante y refuerza las defensas uterinas mediante la
expulsion del liquido uterino (Causey, 2006; Annandale et al., 2018).
Asimismo, el cloprostenol es utilizado en la préctica para tratar la acumulacion

de liquido intrauterino en yeguas (Scoggin, 2016).

4.7.3. Antibidticos

Antes de aplicar antibioticos se debe realizar cultivos para el aislamiento y
la identificacion de la bacteria causante de la infeccidn. Posteriormente se debe
realizar un antibiograma para establecer los antibioticos mas adecuados y asi,
evitar resistencia bacteriana. Se debe tener en cuenta tanto la sensibilidad
bacteriana como los efectos secundarios para usarlo en el medio uterino
(Blanchard et al., 2003).

Los antibioticos intrauterinos se han utilizado ampliamente para el
tratamiento y la prevencion de las infecciones uterinas. Los farmacos que son

frecuentemente utilizados para el tratamiento de endometritis son los [3-
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lactamicos como la ampicilina, penicilina; aminoglucésidos como la
gentamicina; fluoroquinolonas como la enrofloxacina y sulfonamidas como
sulfametoxazol asociadas con pirimidina (trimetoprim) (Dascanio, 2009).

La via de administracion es intrauterina, siendo de esta forma la que
alcanza una mejor concentracion a diferencia de la via sistémica. Sin embargo,
existen algunos estudios que critican la administracion local de antibioticos, ya
que pueden interferir en los mecanismos de defensa uterina (Causey 2006).

En la administracion local se debe tener en cuenta el pH de los antibioticos,
para no alterar el pH uterino y evitar dafio sobre las membranas mucosas. Por
ejemplo, la gentamicina, es un antibitico con pH &cido que tiene que
amortiguarse con bicarbonato de sodio para que se pueda usar en perfusion en
el Utero y evitar irritacion uterina (Brinsko et al., 2011). EIl tiempo de
administracion de antibioticos uterinos se recomienda realizar infusion una vez
al dia durante tres dias en caso de endometritis leve, por tres dias en
endometritis moderadas y durante 7 dias en endometritis severa.

Los antibioticos sistémicos se utilizan con menos frecuencia que los
intrauterinos debido a que se cree que la concentracion minima inhibitoria se
alcanza mas facilmente con la administracion intrauterina. La principal ventaja
de la via sistémica es que su distribucion es mas homogénea en el tracto
reproductivo. El tiempo de tratamiento depende del nivel de gravedad de la
endometritis. Los antibidticos se deben administrar por lo menos de 5 a 7 dias,
aungue se puede llegar hasta 10 a 14 dias en caso de que la infeccién sea grave
(Liu & Troedsson, 2008; Ferris, 2015). La administracion sistémica alcanza
concentraciones inhibitorias minimas en el endometrio sin inducir la
contaminacion del Gtero y con menos fluctuacion de los niveles de antibidticos.

Los antibidticos administrados por via sistémica incluyen la penicilina G
procaina, la gentamicina, la amikacina, la ampicilina y el trimetoprim sulfa, a
las dosis sistémicas habituales (Canisso et al., 2020). La administracion
sistémica puede ser una alternativa a la perfusion en caso de que no se pueda

administrar por esta via.
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Tabla 1. Antimicrobianos mas comunes usados en yeguas gque presentan endometritis bacteriana

Antibidtico Via Local Via Sistémica

Betalactamicos

Penicilina 5 millones Ul en 60 ml de solucion 25.000 Ul/kg cada 12 h
salina
Ampicilina 1 -3 g con 60 ml de solucion salina 29 mg/kg IV o IM cada 12-24 h

Aminoglucdésidos

Gentamicina 1-3 g con 10-20 ml de NaHCO3 al 6,6 mg/kg IV o IM cada 24horas
8,4%

Fluoroquinolonas

Enrofloxacina 5,5 mg/kg 1V lento o 7,5 mg/kg VO
cada 24 horas

Sulfonamidas

Sulfametoxazol y 30 g/ kg equivalentes cada 24
Trimetoprim horas

En estudios realizados por Acosta & Alvarez (2019), una de las mejores
opciones de antibioticos para infusiones uterinas en la actualidad, es el ceftiofur, lo
cual también coincide con otros estudios realizados por Anon (2009), donde
también se demostr0 que excede la concentracion inhibitoria minima para

Streptococcus equi zooepidemicus, a razon de una dosis de 6,6 mg/kg.

4.7.4. Correccién Quirargica
Aunqgue no todas las yeguas con endometritis son por causa de cubricién, si no

que existen otros factores como la deficiente conformacion vulvar. La técnica mas
usada de correccion quirdrgica es la cirugia de Caslick o también Ilamada
vulvoplastia, la cual consiste en corregir la pneumovagina que se presenta cuando
no hay buena conformacion vulvar y que permite la entrada de agentes patdgenos
desde el vestibulo vaginal hasta el utero (Gaitskell-Phillips & Ortega-
Ferrusola,2020).

4.7.5. Tratamientos alternativos
Se han propuesto otros tratamientos para las infecciones uterinas y se han

obtenido mayores tasas de eliminacion de Streptococcus mediante la
vacunacion de la mucosa con S. zooepidemicus (Widders et al., 1995). La

aplicacion de células madre mesenquimales ayudan en el tratamiento de la
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endometritis persistente post cubricién en la yegua (Morris et al., 2020). Sus
efectos inmunomoduladores reducen la inflamacion del endometrio a los
espermatozoides, a la vez que disminuyen significativamente la afluencia de
polimorfonucleares (PMN) y aumentan la induccion de citoquinas
antiinflamatorias (IL-6, IL-8, MCP-1, CCL5, TLR4) en el ttero (Ferris, 2015;
Rink et al., 2018). Actualmente se estan realizando avances en microbiologia y
desarrollo de técnicas de secuenciacion masiva, lo cual permite identificar
bacterias en 6rganos que se consideraban estériles como el Utero (Ferris, 2015).
Asi mismo existen tratamientos como la manosa, que segun estudios indican
que es un excelente método tanto para prevenir como para curar la endometritis
bacteriana. Se administra azlcares, principalmente la manosa a dosis de 50 mg
de D-manosa/ml. Esto provoca la inhibicion bacteriana al tejido del endometrio
por medio de mecanismos de competicion. Las lectinas en la superficie
bacteriana por parte de azlcares exdgenos evitan la adhesion y colonizacion de
bacterias (Ferris,2017).

4.75.1. Plasma rico en plaquetas. El plasma rico en plaquetas (PRP) es un
hemoderivado con alto recuento de plaquetas, que puede ser
producido a traves de varias centrifugaciones sucesivas (Chicharro-
Alcéantara et al. 2018; Lang & Herrmann 2018). Es rico en péptidos
y proteinas de sefalizacion intercelular, asi como citoguinas
capaces de intervenir en cada una de las etapas de la regeneracion
de varios tejidos. Se le han atribuido efectos antiinflamatorios en
diferentes lesiones, asi como otros efectos bioldgicos sobre las
células y tejidos (Arglelles et al. 2008; Carmona et al., 2007;
Pereira et al., 2019;Piedra & Varela 2020).

ElI PRP con altas concentraciones de plaquetas dan lugar al
enriquecimiento de factores de crecimiento, citoquinas liberadas
por las plaquetas tras la activacion,7,8 y péptidos antimicrobianos
naturales que modulan colectivamente la respuesta inmune uterina

y las infecciones bacterianas (Segabinazzi et al., 2021)..
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En estudios realizados por Acosta & Alvarez (2019), una de las
mejores opciones de antibidticos para infusiones uterinas en la
actualidad, es el ceftiofur, lo cual también coincide con otros
estudios realizados por Anon (2009), donde también se demostro
que ceftiofur excede la concentracion inhibitoria minima para
Streptococcus equi zooepidemicus, a razén de una dosis de 6,6
mg/kg. Segun Ferris (2017), el ceftiofur para dosis intrauterinas
puede administrarse 1 gramo reconstituido en 20 a 60 ml de
solucion estéril. Asi mismo existen tratamientos como la manosa,
que segun estudios indican que es un excelente método tanto para
prevenir como para curar la endometritis bacteriana. Se administra
azucares, principalmente la manosa a dosis de 50 mg de D-
manosa/ml. Esto provoca la inhibicion bacteriana al tejido del
endometrio por medio de mecanismos de competicion. Las lectinas
en la superficie bacteriana por parte de azucares exdgenos evitan la

adhesion y colonizacién de bacterias.
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5. Materiales y métodos
5.1. Areade estudio

El presente estudio se realizé en la “Caballeria Cazadores de los Rios” ubicada
al sureste de la ciudad de Loja, con coordenadas 4°00'36.6"S 79°11'13.9"W a una
altitud promedio de 2101 msnm, con temperatura media 16,1°C, la humedad relativa
76,7%, precipitacion 0,07 mm y nubosidad de 70%. Se llevo a cabo durante el periodo
octubre 2022 y noviembre 2022. Los cultivos microbioldgicos se realizaron en el
“Laboratorio de Biotecnologia“ de la Universidad Nacional de Loja con coordenadas
4°02'14.3"S 79°12' 17.8"W a una altitud promedio de 2135 msnm.

Figura 1. Mapa de la Caballeria Cazadores de Los Rios

A

5.2.  Procedimiento

5.2.1. Enfoque metodologico
Enfoque cualitativo
5.2.2. Disefio de la investigacion
Para el primer y segundo objetivo se desarroll6 un estudio observacional,
descriptivo y con muestreo por conveniencia. Para el tercer objetivo se utilizd
un disefio cuasiexperimental de un grupo de 9 yeguas antes y despues de la
aplicacion del tratamiento plasma rico en plaqueta (PRP).
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Figura 2. Esquema de desarrollo del experimento

ESTRO OH 4H 52H

e Foliculo> e Cultivo e PRP e Cultivo
35mm UTERINO UTERINO

e Cultivo e Cultivo

5.2.3. Tamafo de la muestra y tipo de muestreo

Las unidades experimentales fueron 9 yeguas ciclicas mestizas con lineas
de polo, con edad entre 6 y 12 afios, con condicion corporal 4-5 en una escala 1
- 9 segun Henneke et al., (1983). Los animales presentaban una alimentacién
con libre acceso al pastoreo y agua ad libitum. Mediante un examen
ginecoldgico que constd de palpacion rectal y ultrasonografia transrectal, se
seleccionaron las yeguas. Se realiz6 el acompafiamiento folicular de un ciclo,
se tomaron muestras intrauterinas y vaginales antes y 48 horas después de la
aplicacion de PRP durante el estro. Se evalud la presencia de microorganismos
del dtero y vagina mediante cultivo bacteriano y pruebas bioquimicas para la
identificacion de los mismos. Se realiz6 un antibiograma para medir el halo de
inhibicidn bacteriana (mm) frente a los antibi6ticos mas cominmente usados
en reproduccion (sulfametoxazol/trimetoprima, enrofloxacina, penicilina,
ampicilina, gentamicina), verificando resistencia o sensibilidad. Se pudo
evaluar la longitud de comisura vulvar, angulacion, coaptacion vulvar y el

indice de Caslick.

5.2.4. Técnicas

5.2.4.1. Evaluacion ecografica. Fue evaluado un ciclo estral mediante la
palpacion rectal y ultrasonografia transrectal (Mindray® CP-50 Vet,
modo B). Una vez detectado un foliculo mayor o igual a 35 mm
(Morel, 2020) y un edema uterino grado 3 (Samper, 2009),
valorando que la yegua se encontraba en estro se tomaron muestras,

se hizo la inseminacion artificial y se aplicé el PRP.
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5.24.2.

5.24.3.

5.24.4.

Hisopado. Se procedié a tomar muestras mediante las técnicas de
hisopado intrauterino e hisopado vaginal con material estéril. Para
el hisopado intrauterino se utilizd el aparato de citologia
endometrial con camisa sanitaria. Las muestras se guardaron en
medio Stuart refrigeradas a 4-6°C durante una hora hasta llegar al
laboratorio. Esta técnica se repitid después de 48 horas de haber
aplicado el plasma rico en plaquetas.

Inseminacion artificial. Se realizd inmediatamente después del
hisopado. Se utiliz6 semen de un Unico semental a una dosis de 1
000 x10° de espermatozoides en un volumen de 20 ml diluido en
(Botu-semen®, Botupharma, Botucatu, SP—Brasil). Se utilizé una
pipeta estéril y el semen fue depositado en el cuerpo del Gtero.

Preparacion del plasma rico en plaquetas. Se recolectaron 100
ml de sangre de la yegua mediante venopuncion yugular usando
una aguja vacutainer 21G en 20 tubos de 5 ml con citrato de sodio.
Seguidamente, en el laboratorio se llevé a cabo una primera
centrifugacion (Eppendorf® 5702, Germany) a 2315 x g durante 15
minutos. Se extrajo 2000 pL de plasma que se encuentra sobre la
capa leucocitaria y eritrocitos, de cada tubo. El plasma se colocé en

10 tubos tapa roja para una segunda centrifugacion.

La segunda centrifugacion se llevé a cabo a 579 x g durante 10
minutos. Posteriormente, con una micropipeta se extrajo 2000 pL
del fondo de la muestra totalizando un volumen de 20 ml de PRP.
Para el conteo de plaquetas se realizé una dilucién 1:990 en agua
destilada y tincion en azul de metileno con el objetivo de facilitar la
observacion de las células en la camara de Neubauer.

La concentracion de plaquetas promedio fue de 1850.5 x103 en un
rango que varia de 1402,5 - 2885 x103/uL vy el total de plaquetas
aplicadas de la misma forma que la 1A sobre el endometrio fue de
37.01 +12.13 x109

La aplicacién intrauterina de PRP se realiz6 4 horas después de

realizada la inseminacién artificial.
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5.245.

5.2.4.6.

Caracterizacion de microbiota

Inoculacion de la muestra. Se sembrd la muestra en estriado
girando el hisopo sobre medios de cultivo de Agar MacConkey,
sangre y sal manitol previamente preparados, y fueron
colocadas en la incubadora a 37°C durante 24 horas.
Caracterizacion Macroscopica. El andlisis macroscopico se
bas6 en la descripcion de la morfologia de las colonias. Se
describieron las caracteristicas de tamafio, forma, consistencia,
color y tipos de hemolisis.

Aislamiento e identificacion. Para la identificacion de bacterias
se utilizaron pruebas bioguimicas como catalasa, oxidasa y
coagulasa y por medio de tincion de gram, fueron analizadas
microscopicamente (Labomed® Lx400, Fremont, California,
USA) con un aumento de 100X, donde se diferencid entre cocos
y bacilos verificando si eran gram positivos o gram negativos.
Antibiograma. Con el hisopo estéril se tomaron colonias
bacterianas de los agares puros y se sembraron en agar Mueller
Hinton. Se pas6 el hisopo por toda la placa sin dejar zonas
libres, sembrando uniformemente. Fueron seleccionados cinco
antibidticos: sulfa y trimetoprima, enrofloxacina, penicilina,
ampicilina y gentamicina, usados frecuentemente en infecciones
con endometritis bacteriana. Se colocaron los cinco discos de
antibidticos en cada placa con una pinza estéril sobre la
superficie del agar, presionando ligeramente para entrar en
contacto. Se colocaron las placas en la incubadora a 37°C
durante 24 horas, se evalué el halo de inhibicion de crecimiento
bacteriano para verificar la resistencia o sensibilidad al

antibiotico.

Conformacion Vulvar

Longitud de comisura vulvar. Se realiz6 mediante la medicion
desde la comisura dorsal hasta donde se palpa la tuberosidad

isquiatica o tambien Ilamado piso de la pelvis.
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= Angulacién Vulvar. Se midié con respecto al eje vertical de 90°
con respecto al suelo.

= Coaptacion vulvar. Se evaluo el grado de apertura de los labios
vulvares utilizando el dedo indice y el pulgar, midiéndolos en
una escala de 1(dificil) a 3 (facil).

= [Indice de Caslick. Se obtuvo mediante la multiplicacion entre
la longitud (cm) y el angulo de inclinacion vulvar (°), como

determinado por Pascoe (2007).

5.3.  Procesamiento y analisis de la informacion

Estadistica descriptiva de tablas de frecuencia absoluta, relativa e intervalo de
confianza al 95%.

Anédlisis de correlacion entre caracteristicas vulvares y presencia de bacterias
de Utero y vagina en yeguas utilizando el procedimiento PROC CORR (SAS on
Demand for Academics 2023).

5.4.  Consideraciones éticas

Los animales fueron manejados con las normas para el cuidado y uso de

animales en investigacion segun el “Codigo Organico del Ambiente” (ROS N° 983,

Ecuador).
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6. Resultados
6.1. Bacterias aisladas del tracto reproductivo de yeguas
A continuacién, se presentan los valores de la frecuencia absoluta, relativa y el
intervalo de confianza de la flora bacteriana encontrada en Utero (tabla 2) y vagina (tabla
3) de yeguas.

Tabla 2. Frecuencia absoluta, relativa e intervalo de confianza al 95%, de la presencia de bacterias
en hisopado intrauterino de yeguas (n=9)

Bacteria Frecuencia absoluta Frecuencia relativa Intervalo de confianza 95%
Klebsiella spp 1 14,29 -11,6 40,2
E. coli 1 14,29 -11,6 40,2
Staphylococcus
coagulasa
negativa 3 42,86 6,2 79,5
Streptococcus 0 0 0
Enterococcus 0 0 0
Micrococcus 1 14,29 -11,6 40,2
Staphylococcus
aureus 1 14,29 -11,6 40,2
Total 7 100

Al realizar la identificacién de bacterias presentes en el tracto reproductivo de 9
yeguas, fue posible caracterizar 5 bacterias de 7 muestras intrauterinas con crecimiento
bacteriano. Considerando el intervalo de confianza al 95% la Unica bacteria que mostré una
frecuencia diferente de 0 es la bacteria Staphylococcus coagulasa negativa, con una presencia
del 43% del total de las muestras, antes de la aplicacion de Plasma Rico en Plaquetas (PRP).
Las bacterias Klebsiella spp, E. coli, Streptococcus, Enterococcus, Micrococcus,
Staphylococcus aureus presentaron una frecuencia baja con un intervalo de confianza que no

es diferente de O.

Tabla 3. Frecuencia absoluta, relativa e intervalo de confianza al 95%, de la presencia de bacterias

en hisopado de fondo de vagina de yeguas (n=9).

Bacteria Frecuencia absoluta Frecuencia relativa  Intervalo de confianza 95%
Klebsiella spp 0 0 0

E. coli 0 0 0

Staphylococcus

coagulasa

negativa 3 50 10 90
Streptococcus 1 16,67 -13,2 46,5
Enterococcus 1 16,67 -13,2 46,5
Micrococcus 0 0 0

Staphylococcus

aureus 1 16,67 -13,2 46,5
Total 6 100
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Asi también de las 9 yeguas, 6 muestras de fondo de vagina tuvieron crecimiento
bacteriano, y fueron identificadas 4 bacterias. Considerando el intervalo de confianza al 95%
la Unica bacteria que mostr6 una frecuencia diferente de O es la bacteria Staphylococcus
coagulasa negativa, con una presencia del 50% del total de las muestras, antes de la
aplicacion de PRP. Las bacterias Klebsiella spp, E. coli, Streptococcus, Enterococcus,
Micrococcus, Staphylococcus aureus presentaron una frecuencia baja (16,66%) con un
intervalo de confianza que no es diferente de 0.

Tabla 4. Frecuencia absoluta, relativa e intervalo de confianza al 95%, de la presencia de bacterias

en hisopado intrauterino de yeguas (n=9) 48 horas después de la aplicacion del tratamiento con
Plasma Rico en Plaquetas (PRP).

Bacteria Frecuencia Absoluta Frecuencia Relativa Intervalo de confianza
Klebsiella spp 0 0 0 0
E. coli 1 25 -17,4 67,4
Staphylococcus

coagulasa

negativa 1 25 -17,4 67,4
Streptococcus 0 0 0

Enterococcus 0 0 0

Micrococcus 1 25 -17,4 67,4
Staphylococcus

aureus 1 25 -17,4 67,4
Total 4 100

Las muestras intrauterinas analizadas posterior a la aplicacion de PRP, tuvieron
diferente crecimiento bacteriano que antes del tratamiento. Considerando el intervalo de
confianza al 95% las bacterias que mostraron una frecuencia baja con un intervalo de
confianza que no es diferente de 0O son E. coli, Staphylococcus coagulasa negativa,
Micrococcus, Staphylococcus aureus con 25 % (1/4) cada uno. Por lo tanto, hubo una
disminucion de la presencia de bacterias después de la aplicacion del tratamiento con plasma
rico en plaquetas (PRP).

Tabla 5. Frecuencia absoluta, relativa e intervalo de confianza al 95%, de la presencia de bacterias

en hisopado de fondo de vagina de yeguas (n=9) 48 horas después de la aplicacién con Plasma Rico
en Plaquetas (PRP).

Bacteria Frecuencia Absoluta Frecuencia Relativa Intervalo de confianza
Klebsiella spp 1 14,29 -11,6 40,2
E. coli 1 14,29 -11,6 40,2
Staphylococcus

coagulasa

negativa 2 28,57 -4,9 62
Streptococcus 0 0,00 0 0
Enterococcus 0 0,00 0 0
Micrococcus 2 28,57 -4,9 62
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Bacteria Frecuencia Absoluta Frecuencia Relativa Intervalo de confianza

Staphylococcus
aureus 1 14,29 -11,6 40,2

Total 7 100

Después de la aplicacion del tratamiento con PRP no hubo crecimiento de bacterias
como Enterococcus, y Streptococcus en fondo de vagina. Solamente con un intervalo de
confianza del 95% las bacterias que presentaron una frecuencia baja con un intervalo de
confianza que no es diferente de 0 son Klebsiella spp, E. coli y Staphylococcus aureus con 14
% (1/7), Staphylococcus coagulasa negativa, Micrococcus con un 29 % (2/7).

Tabla 6. Frecuencia absoluta, relativa e intervalo de confianza al 95%, de la presencia de bacterias

en un segundo hisopado de fondo de vagina de yeguas (n=9) un ciclo después de la aplicacién con
Plasma Rico en Plaquetas (PRP).

Bacteria Frecuencia Absoluta Frecuencia relativa  Intervalo de confianza 95%
Klebsiella 0 0,00 0 0
E. coli 1 33,33 -20 86,7
Staphylococcus

coagulasa 1 -20 86,7
negativo 33,33

Streptococcus 0 0,00 0 0
Enterococcus 0 0,00 0 0
Micrococcus 1 33,33 -20 86,7
Staphylococcus

aur?au)s/ 0 0,00 0 0
Total 3 100

Después de ser realizado un segundo hisopado para comprobar el crecimiento
bacteriano, no hubo colonias en muestras intrauterinas, y en las de fondo de vagina se
comprob6 que hubo disminucién de la presencia de bacterias. Con un intervalo de confianza
al 95% las bacterias que presentaron una frecuencia baja con un intervalo de confianza que no
es diferente de 0 son E. coli con 33% (1/3), Staphylococcus coagulasa negativa con un 33%
(1/3) y Micrococcus con 33 % (1/3).

Los resultados de identificacion y caracterizacion de cultivos de hisopados
intrauterinos y vaginales de yeguas antes y después de la aplicacion del tratamiento con

Plasma Rico en Plaquetas (PRP) se representan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Bacterias aisladas de la flora del tracto reproductivo de yeguas (n=9) antes y después de la
aplicacion del tratamiento con Plasma Rico en Plaquetas (PRP).

Utero Vagina
Yegua Antes Después Antes Después
Staphylococcus . Staphylococcus Micrococcus*
1 coagulasa Micrococcus .
- coagulasa negativa
negativa
2 i Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus

Staphylococcus

coagulasa negativa

coagulasa negativa

Staphylococcus

coagulasa negativa*

Staphylococcus

3 coagulasa - ; ;
. coagulasa negativa coagulasa negativa
negativa
Staphylococcus ENterococcus
4 coagulasa - i -
negativa
5 - - - -
6 - - - -
Micrococcus
7 - - - .
E. coli
Micrococcus StrentococeUs Klebsiella spp*
8 Klebsiella spp E. coli P i Klebsiella spp*
E. coli -
9 Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus*

aureus

aureus

aureus

aureus

* El asterisco indica los cultivos con crecimiento bacteriano donde se repitié la toma
de muestras dando como resultado negativo.

- Muestras donde no hubo crecimiento bacteriano.

En la flora bacteriana del tracto reproductivo de yeguas (n=9) se determin6 que entre los
microorganismos no patdgenos el de mayor presencia en el Utero y vagina es Staphylococcus
spp y de agentes patdgenos Escherichia coli, Klebsiella spp, Micrococcus encontrados en una
sola yegua. Mientras que después de la aplicacion del tratamiento con PRP la bacteria que se
presento en mayor frecuencia es Staphylococcus spp y de Micrococcus.

6.2.  Resultados de la prueba de sensibilidad a los antibidticos
Después de realizar el antibiograma, los resultados de resistencia bacteriana a los

antibidticos frecuentemente usados en yeguas para tratamientos reproductivos se muestran en
la Tabla 8.
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Tabla 8. Resistencia a diferentes antibiéticos de bacterias aisladas (n=28) de hisopados intrauterinos
y vaginales de yeguas

s Frecuencia . Frecuencia Intervalo de
Antibiotico Absoluta Sumatoria Relativa confianza al 95%
Enrofloxacina 5 28 17,86 3,7-32
Sulfametoxazol/trimetoprima 6 28 21,43 6,2 - 36,6
Penicilina 27 28 96,43 89, 6 - 103,3
Gentamicina 12 28 42 .86 245 -61,2
Ampicilina 28 28 100 100 - 100

Considerando el intervalo de confianza al 95% todos los antibiéticos mostraron una
frecuencia diferente de O, las bacterias del tracto reproductivo de yeguas tuvieron mayor
resistencia a ampicilina en un 100% (28/28) seguido de la penicilina con 96% (27/28),
gentamicina con 46% (13/28), sulfametoxazol/trimetoprima con 21% (6/28) y la
enrofloxacina con 17% (5/28).

Respecto a la resistencia de las bacterias a penicilina (Tabla 9), considerando el
intervalo de confianza al 95%, aquellas que mostraron resistencia con una frecuencia diferente
de 0 fueron Staphylococcus coagulasa negativa con una frecuencia de resistencia del 44%, E.
coli con 19% y Micrococcus con un 15%. Las bacterias Klebsiella spp, Streptococcus,
Enterococcus, Micrococcus, Staphylococcus aureus presentaron una frecuencia baja con un

intervalo de confianza que no es diferente de 0.

Tabla 9. Resistencia de bacterias del tracto reproductivo de yeguas (n=9) a penicilina.

Penicilina Frecuencia Absoluta Frecuencia relativa Intervalo de confianza 95%
E.coli 5 18,52 3,9 - 332
Klebsiella spp 3 11,11 -0,7 - 23
Streptococcus 0 0 0 -0
Staphylococcus

coagulasa

negativa 12 44,44 25,7 - 63,2
Micrococcus 4 14,82 14 - 28,8
Enterococcus 1 3,70 -34 - 108
Staphylococcus

aureus 2 7,41 25 - 17,3
Total 27 100

Las bacterias que mostraron resistencia a ampicilina (Tabla 10), con una frecuencia
diferente de 0 fueron Staphylococcus coagulasa negativa con una frecuencia del 43%, E. coli
con 18% vy Micrococcus con un 14%. Las bacterias Klebsiella spp, Streptococcus,
Enterococcus, Staphylococcus aureus presentaron una frecuencia baja con un intervalo de

confianza que no es diferente de 0.
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Tabla 10. Resistencia de bacterias del tracto reproductivo de yeguas (n=9) a ampicilina

Ampicilina Frecuencia absoluta  Frecuencia relativa Intervalo de confianza 95%
E.coli 5 17,86 3,7 - 32
Klebsiella spp 3 10,71 -0,7 - 2272
Streptococcus 1 3,57 -3,3 - 104
Staphylococcus

coagulasa

negativa 12 42,86 25 - 61,2
Micrococcus 4 14,29 13 - 272
Entrerococcus 1 3,57 -33 - 104
Staphylococcus

aureus 2 7,14 24 - 16,7
Total 28 100,00

Por otro lado, las bacterias que mostraron resistencia a la gentamicina con una
frecuencia diferente de 0 fueron Staphylococcus coagulasa negativa, con 31% vy E.coli con
23% (Tabla 11).

Tabla 11. Resistencia de bacterias del tracto reproductivo de yeguas (n=9) a gentamicina

Gentamicina Frecuencia absoluta  Frecuencia relativa  Intervalo de confianza 95%
E. coli 3 23,08 02 - 46
Klebsiella spp 2 15,39 42 - 35
Streptococcus 0 0 0-20
Staphylococcus

coagulasa 4

negativa 30,77 57 - 559
Micrococcus 2 15,39 42 - 35
Enterococcus 1 7,69 -6,8 - 22,2
Staphylococcus 1

aureus 7,69 -68 - 22,2
Total 13 100

En cuanto a la resistencia de las bacterias del tracto reproductivo de yeguas a
Sulfametoxazol/trimetoprima y Enrofloxacina (Tabla 12 y 13), tomando en cuenta el intervalo
de confianza al 95%, Klebsiella spp, Streptococcus, Enterococcus, Micrococcus,
Staphylococcus aureus, E.coli, Staphylococcus coagulasa negativa presentaron una
frecuencia baja tomando en cuenta el intervalo de confianza que abarca el 0, por lo tanto baja

resistencia a estos antibioticos.
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Tabla 12. Resistencia de bacterias del tracto reproductivo de vyeguas (n=9) a
Sulfametoxazol/trimetoprima.

Sulfametoxazol Frecuencia absoluta  Frecuencia relativa Intervalo de confianza 95%
E.coli 2 33,333 44 - 711
Klebsiella spp 1 16,667 -13,2- 46,5
Streptococcus 0 0,000

Staphylococcus

coagulasa negativa 2 33,333 44 - 711
Micrococcus 1 16,667 -13,2- 46,5
Enterococcus 0 0 0
Staphylococcus

aureus 0 0 0

Total 6 100,000

Tabla 13. Determinacion de la resistencia a la enrofloxacina del tracto reproductivo de yeguas (n=9).

Enrofloxacina Frecuencia absoluta  Frecuencia relativa Intervalo de confianza 95%
E. coli 2 40 -29-829
Klebsiella spp 1 20 -15,1-55,1
Streptococcus 0 0 0
Staphylococcu

s coagulasa 0 0 0
Micrococcus 0 0 0
Enterococcus 0 0 0
Staphylococcu

S aureus 2 40 -2,9-829
Total 5 100

A continuacion, se presentan los resultados sobre el indice de Caslick, angulacién y
coaptacion vulvar (tabla 14), y la correlacion entre las caracteristicas vulvares y presencia de
bacterias en Utero y vagina de yeguas (n=9) se presenta en la (tabla 15)

Tabla 14. indice de Caslick (a x I), angulacion y coaptacion vulvar de yeguas (n=9).
Yegua Coaptacion vulvar Angulo de inclinacién (a) Longitud vulvar (I) Indice de Caslick

1 2 5 6,9 34,5
2 1 0 7,8 0

3 1 20 7 140
4 2 9

5 3 9,5

6 3 9

7 1 8

8 3 30 7,5 225
9 2 10 7,5 75
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Tabla 15. Correlacion entre caracteristicas vulvares y presencia de bacterias en (tero y vagina en

yeguas (n=9).

Medicidn Correlacién*  Significancia
Peso de yeguas
Vs
 Longitud de la comisura vulvar P=0,047
« Angulo de inclinacion + P=0,05
« Indice de Caslick - P=0,05
Angulo de inclinacion
Vs
 Longitud de la comisura vulvar - P=0,04
e Indice de Caslick + P<0,0001
» Kilebsiella spp + P=0,057
e Streptococcus + P=0,02
indice de Caslick
Vs
e Streptococcus
+ P=0,007
Klebsiella spp
VS
e Streptococcus
o Staphylococcus aureus + P=0,052
+ P=0,052

*+ Correlacion positiva, - Correlacion negativa

Al realizar la correlacion entre las caracteristicas vulvares y el crecimiento bacteriano

de cultivos de Gtero y vagina de yeguas se observo que coaptacion, longitud de la comisura

vulvar, y la presencia de E. coli, Streptococcus, Micrococcus, Staphylococcus coagulasa

negativo y Staphylococcus aureus no estuvieron relacionadas entre ellas. Se observé que a

mayor peso de las yeguas existe menor angulo de inclinacion e indice de Caslick, mientras

que la longitud de la comisura vulvar fue mayor.

Por otro lado, a mayor angulo de inclinacion, mayor fue el indice de Caslick, ademas

se relacion6 con la presencia de Klebsiella spp y Streptococcus. Sin embargo, a mayor angulo

de inclinacion, menor resultd la longitud de la comisura vulvar. Existe una mayor presencia

de Streptococcus en utero y vagina en yeguas con mayor indice de Caslick, y se correlaciona

la presencia de Klebsiella spp a la presencia de Streptococcus y Staphylococcus aureus.
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7. Discusién
En yeguas existen alteraciones del tracto reproductivo de origen infeccioso como

vaginitis, cervicitis, metritis y endometritis; La endometritis bacteriana es una de las
principales causas de infertilidad (LeBlanc, 2010; Paredes,2023). Deficiente conformacion
anatémica y cierre vulvar, permiten aspiracion de aire y contaminacion del tracto reproductivo
(Pycock & Ricketts, 2008), asociado a fallas de las barreras inmunitarias con presentacion de
infecciones ascendentes (Rivera,2003; Hurtgen, 2006; Ricketts & Troedsson, 2007). Yeguas
susceptibles se consideran aquellas que después de 96h de la inoculaciéon de bacterias o
espermatozoides aun presentan inflamacién endometrial (Woodward, 2012). Un diagndstico

adecuado es fundamental para aplicar el tratamiento correcto.

Robinson et al., (2016) afirman que Staphylococcus spp (22%) es la bacteria con mayor
aislamiento en Utero en yeguas; Otros autores mencionan que es Escherichia coli con un
26,6%, 33,3 % y 54,4% seguida de Staphylococcus spp con 21,3% (Pardo,2010, Ibrahim et
al., 2015; Pacheco,2011). E. coli es considerada una bacteria invasora oportunista que forma
parte de la flora normal del periné, labios vulvares, vestibulo posterior y fosa clitorica de la

yegua (Overbeck et al., 2011).

Sin embargo, la presencia de E. coli en Utero se debe a técnicas reproductivas mal
realizadas o condiciones perineales predisponentes a contaminacion del tracto reproductivo
(Gallego et al., 2020). La endometritis causada por E. coli tiene menor reaccién inflamatoria y

edema uterino que infecciones por Staphylococcus spp (Burleson, 2010).

En el presente estudio, 33,33% de los hisopados intrauterinos de 9 yeguas tuvieron
crecimiento de Staphylococcus coagulasa negativa y 11,11% de E. coli, resultados que
concuerdan con lo mencionado por Robinson et al., (2016), al ser Staphylococcus spp la

bacteria encontrada con mayor frecuencia.
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Un menor porcentaje de yeguas (11,11%) también presenté aislamiento de
Staphylococcus aureus y Klebsiella spp en utero. En otro estudio, de 88 hisopados uterinos de
yeguas, 9,09% tuvieron crecimiento de Staphylococcus aureus y 1,14% de Klebsiella
pneumoniae (Pacheco, 2011). Un trabajo con 30 yeguas Pura Raza Chilena, 6% tuvieron
crecimiento de Klebsiella pneumoniae (Pardo,2010). Los porcentajes mencionados por estos
autores son bajos, similares a los observados en los presentes resultados, aunque se debe

considerar que fueron evaluadas menor nimero de muestras.

Otros autores afirman que Streptococcus equi subespecie zooepidemicus, bacteria
considerada habitante normal de la microbiota del tracto reproductivo de yeguas, es un agente
patdgeno oportunista aislado con mayor frecuencia (31,7%) en casos de endometritis
(Frontoso et al., 2008). Pacheco (2011), solamente aislé 5,68% de Streptococcus spp. En este
estudio ninguna yegua presentd crecimiento de Streptococcus spp en Utero, mientras que una

yegua presento6 crecimiento a nivel vaginal.

En fondo de vagina, 33,33 % de las yeguas del presente estudio tuvieron crecimiento de
Staphylococcus coagulasa negativo y 11,11% de Streptococcus, Enterococcus vy
Staphylococcus aureus, sin presencia de E. coli. Un estudio semejante demostrd crecimiento
de 45% de Staphylococcus aureus y Staphylococcus coagulasa negativo en vagina, seguido
de 7,5% de E. coli y 5% de Pseudomona aeruginosa (Mittel, 2009). Otros autores
concluyeron que E. coli se presenta tanto en vagina como en vulva, y Staphylococcus aureus

y Enterococcus son las mas prevalentes (Herrefio et al., 2021).

Algunas de estas bacterias son parte de la microbiota normal del sistema reproductivo de
la hembra, y su multiplicacién se limita debido a la accién de bacterias saprofitas comunes,
sin embargo, su presentacion esta relacionada con la respuesta inmune del ambiente uterino

(Frondoso et al.,2008). Se ha determinado que E. coli y Streptococcus equi subspecies
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zooepidemicus son los principales microorganismos encontrados a nivel del tracto
reproductivo caudal, que puede ascender al Utero torndndose patdgenos cuando el sistema

inmunitario se ve alterado (Causey, 2006).

En yeguas con conformacion vulvar aparentemente normal se encuentran bacterias como
Staphylococcus coagulasa negativo, Staphylococcus aureus, Enterococcus spp, y Escherichia

coli (Bustos & Sé&nchez, 2004), lo que concuerda con los resultados obtenidos.

La evaluacion morfologica del tracto reproductivo de las yeguas es de fundamental
importancia en un examen ginecoldgico, asi como también la obtencion de muestras uterinas
para analisis bacterioldgico. Por ello es posible relacionar que la Unica yegua que presento
crecimiento de E.coli, Klebsiella spp, y Streptococcus spp en tracto reproductivo fue la
misma que tenia una conformacion vulvar deficiente con mayor angulo de inclinacion, por
consecuencia un mayor indice de Caslick, lo que probablemente influyo en la entrada de estas

bacterias patogénicas tanto antes como después de la manipulacion.

El plasma contiene el sistema complemento, elemento del sistema inmunitario esencial
para los mecanismos humorales de defensa frente a agentes infecciosos (Segabinazzi et al.,
2021). La administracion intrauterina de plasma fortalece las defensas del endometrio en
yeguas susceptibles, la fagocitosis uterina de S.zooepidemicus es reforzada con el plasma, por
los anticuerpos y activacion del complemento al promover la opsonizacion, sin embargo

existe controversia sobre su eficacia bactericida (Causey,2006).

La adicion de plasma a la terapia con antibioticos despues de la IA en yeguas esteriles
podria mejorar las tasas de prefiez (Pascoe,2018). Los peptidos del plasma rico en plaquetas
(PRP) tienen actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y

Klebsiella pneumoniae (Alvarez et al., 2011). Aparentemente una mayor concentracion de
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plaguetas en el PRP se correlaciona con un mayor potencial antimicrobiano (Drago et

al.,2014).

En las muestras intrauterinas estudiadas después de la inseminacion artificial (1A) y 48h
de la aplicacion de PRP con 37,01 + 12.13 x 10- plaquetas totales en Gtero, se observé 11,11%
de crecimiento de E. coli, Staphylococcus coagulasa negativa, Micrococcus, Staphylococcus
aureus. Mostrando una reduccion del 22,22% de Staphylococcus coagulasa negativa, y no se
observd ya crecimiento de Klebsiella spp, resultados interesantes que se sustentan con lo

mencionado por Alvarez et al., (2011).

En fondo de vagina, pds aplicacion de PRP hubo crecimiento de 22,22% de
Staphylococcus coagulasa negativa, Micrococcus y 11,11% Klebsiella spp, E. coli y
Staphylococcus aureus. Por lo tanto, existe una disminucion de la presencia de bacterias como
Staphylococcus coagulasa negativo, Streptococcus, Enterococcus después del tratamiento. La
aparicion de Micrococcus se puede atribuir a la manipulacion. En un segundo hisopado,
realizado pocos dias después para confirmar ese crecimiento bacteriano, no se aislaron
bacterias a partir de hisopados uterinos, y se observd mayor reduccién de las bacterias de
muestras vaginales. Es posible que la activacion del complemento, opsonizacién, y otros
mecanismos de defensa humoral uterina (Segabinazzi et al., 2021) demoren mas de 48 horas

para equilibrar o controlar la flora bacteriana del tracto reproductivo.

La endometritis bacteriana se trata al combinar limpieza uterina, antibioticoterapia y
correccion quirurgica de defectos anatdbmicos (Causey, 2006). Sin embargo, el uso inadecuado
de diferentes antibioticos ha generado resistencia bacteriana en la actualidad (Scofield et al.,

2014).

En el presente estudio las bacterias tuvieron mayor resistencia a los betalactdmicos y

aminoglucosidos. Staphylococcus coagulasa negativo presenté resistencia a la mayoria de los
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antibioticos, ampicilina, penicilina, gentamicina, sulfa y trimetoprima, similar a lo encontrado

por Rathbone et al., (2023) en yeguas con problemas reproductivos.

Se ha determinado que E. coli es altamente resistente a ampicilina y penicilina entre otros
antibiodticos (Frontoso et al., 2008; Rathbone et al., 2023). E. coli en este estudio, presentd
resistencia a todos los antibi6ticos testados, inclusive a enrofloxacina en un mayor porcentaje

en comparacion con dichos estudios.

Staphylococcus aureus ha presentado alta resistencia a los antimicrobianos mencionados
(Frontoso et al., 2008; Rathbone et al., 2023), sin embargo, en la presente investigacion esta
bacteria fue sensible a la mayoria de los antibioticos, pero present6 evidente resistencia (40%)

a enrofloxacina.

Segln Luque et al., en el 2006, la enrofloxacina es recomendada en el tratamiento de
endometritis bacteriana. Estudios realizados por Albihn et al., (2003), encontraron que la
enrofloxacina es el Unico antibidtico al cual la mayoria de bacterias comunes en endometritis
en yeguas no presentaron resistencia. La resistencia a los antibidticos se convierte cada vez

mas en un problema de salud de gran importancia (Oliver et al., 2000; De Graef et al., 2004).

De acuerdo a los resultados obtenidos, Staphylococcus coagulasa negativa y E. coli son
bacterias que se consideran de alto riesgo debido a su elevada resistencia a antibiéticos. La
antibioticoterapia elegida para el tratamiento de endometritis debe incluir estudios de
sensibilidad, de manera que se pueda instaurar un tratamiento apropiado evitando la
resistencia con el fin de eliminar microorganismos y restaurar el endometrio (Blanchard et al.,
2003). Es importante sefialar que las presiones de seleccion del entorno, como el uso de
antimicrobianos para otras infecciones, o animales no equinos, podrian conducir a infecciones
de bacterias con multiple resistencia a antibidticos en el Utero a pesar de los mejores esfuerzos

para garantizar la bioseguridad en la cobertura.
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8. Conclusiones

Al realizar la identificacion de bacterias presentes en el tracto reproductivo de 9
yeguas, fue posible caracterizar 5 bacterias de 7 muestras intrauterinas con
crecimiento bacteriano y 4 bacterias en 6 muestras positivas de fondo de vagina. La
bacteria encontrada con mayor frecuencia fue Staphylococcus coagulasa negativa, con
una presencia de mas del 43 y 50% de las muestras respectivamente.

Con la aplicacion de plasma rico en plaquetas (PRP), a las 48 horas hubo una
disminucion del crecimiento bacteriano en el utero, ademas de haber alteracion de la
frecuencia de las bacterias presentes en ambas estructuras estudiadas.

Los agentes bacterianos presentaron resistencia a diferentes antibioticos de hisopados
intrauterinos y vaginales de yeguas con respecto a ampicilina en un 100%, penicilina
con 96% y gentamicina con 46%.

Staphylococcus coagulasa negativa presentd una resistencia importante a los
betalactamicos siendo 44% a penicilina y de 43% a ampicilina, ademas de ser

resistente a aminoglucésidos con 31% a gentamicina.
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9. Recomendaciones

Utilizar el plasma rico en plaquetas (PRP) como tratamiento no tradicional que posee
propiedades antimicrobianas reduciendo el uso de antibioticos.

Realizar antibiograma antes de la antibioticoterapia es de extrema importancia para
evitar infecciones de origen bacteriana con multiple resistencia a antibioticos.

No usar ampicilina y penicilina (betalactamicos) sin antes realizar estudios de

sensibilidad.
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11. Anexos

Anexo 1. Sensibilidad bacteriana a antibioticos de muestras aisladas del tracto reproductivo de

yeguas.
Bacteria Muestra  Penicilina ~ Ampicilina  Gentamicina  Enrofloxacina Sulfa
88U Resistente  Resistente 1 Resistente Sensible 1 Sensible
. 8.2.1V Resistente  Resistente 1 Intermedio Sensible 1 Intermedio
Klebsiella spp
9.2V Resistente  Resistente Resistente Resistente Resistente
1.2V Resistente  Resistente Sensible Sensible Sensible
7.2V Resistente  Resistente Resistente Sensible Sensible
E. coli
8.2.2V Resistente  Resistente Intermedio Sensible Sensible
U Resistente  Resistente Resistente Resistente Resistente
9.2U Resistente  Resistente Resistente Resistente Resistente
1V(s) Resistente  Resistente Sensible Sensible Sensible
1U(s) Resistente  Resistente Sensible Sensible Sensible
1V(sm) Resistente  Resistente Resistente Sensible Sensible
1U(sm) Resistente  Resistente Intermedio Sensible Intermedio
2.2V Resistente  Resistente Resistente Sensible Sensible
Staphylococcus  2.2U Resistente  Resistente Sensible Sensible Sensible
coagulasa 2V Resistente  Resistente Sensible Sensible Intermedio
negativa ) ) ] ] )
3U Resistente  Resistente Sensible Sensible Resistente
3V Resistente  Resistente Sensible Sensible Resistente
3.2V Resistente  Resistente Resistente Sensible Sensible
4U(sm) Resistente  Resistente Sensible Sensible Sensible
4U(s) Resistente  Resistente Sensible Sensible Sensible
Streptococcus 8 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible
Enterococcus 4 Resistente  Resistente Resistente Sensible Intermedio
1.2U Resistente  Resistente Sensible Sensible Sensible
1.2V Resistente  Resistente Sensible Sensible Resistente
Micrococcus 7 Resistente  Resistente Resistente Sensible Intermedio
8 Resistente  Resistente Resistente Sensible Intermedio
Staphylococcus 9.2 U Resistente  Resistente Resistente Resistente Sensible
aureus 9.2V Resistente  Resistente Sensible Resistente Sensible
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Anexo 2. Evaluacion mediante palpacién
rectal

Anexo 3. Evaluacion ecogréfica
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Anexo 5. Observacién de semen recolectado
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-

Anexo 4. Recolecta de semen
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Anexo 6. Preparacion de Botusemen en Anexo 7. Preparacion de materiales para
laboratorio 7 B toma de muestras
i ; N < " *‘.

Anexo 9. Recolecta de muestras uterinas y

Anexo 8. Toma de muestras uterinas y > !
vaginales en el medio de transporte Stuart

vaginales
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Anexo 10. Procesamiento del plasma rico en
plaquetas

Anexo 12. Crecimiento bacteriano en medio
de cultivo Agar Sangre.
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Anexo 14. Crecimiento bacteriano en Agar EMB
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Anexo 15. Observacion microscopica de bacterias
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Anexo 16. Métodos de identificacion bacteriana

Anexo 17. Métodos de identificacion bacteriana

X7 ?‘
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Anexo 18. Evaluacion de la conformacion vulvar

58



Anexo 19. Correlacion entre caracteristicas vulvares y bacterias aisladas de Utero y vagina de yeguas (n=9).

. Angulo - .
Longitud de Indice Staphylococcus Staphvlococeus
Yegua Peso  Coaptacion comisura . . de E.coli  Klebsiella  Streptococcus  Micrococcus  coagulasa Py
inclina . . aureus
vulvar L Caslick negativa
cion

Yegua 1 0,325 -0,105 0,380 -0,501  -0,474  -0,520  -0,207 -0,547 -0,414 0,346 0,273
Peso 1 0,277 0,671 -0,663 -0,652 -0,489  -0,450 -0,555 -0,133 -0,367 -0,040
Coaptacion 1 0,494 0,173 0,215 0 0,327 0,433 -0,327 -0,548 0
Longitud 1 -0459 0,403 -0555 -0,317 -0,209 -0,347 -0,352 -0,209
comisura vulvar
Angulo de 1 0997 0234 0,636 0,795 -0,356 -0,026 0,046
inclinacion
Indice de Caslick 1 0,221 0,646 0,812 -0,382 -0,047 0,043
E. coli 1 0,598 0,395 0,598 -0,350 0,395
Klebsiella 1 0,661 -0,286 -0,478 0,661
Streptococcus 1 -0,189 -0,316 -0,125
Micrococcus 1 0,060 -0,189
Staphylococcus
coagulasa 1 -0,316
negativa
Staphylococcus 1

aureus

*Todos los valores de r en negrita tienen valor de p < 0,05.
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