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| RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la relacion entre la endometritis
causada por enterobacterias y la subfertilidad en yeguas de Caballo
Peruano de Paso. Se evaluaron 38 hembras ciclicas, de 5 a 15 afios de
edad, criadas en haras de Lima, Cafiete y Chincha. De estas, 19 confor-
maron del grupo control (sanas) y 19 del grupo de casos (subfértiles).
Se colectaron muestras de mucosa uterina para cultivo bacteriologico
y citologia mediante cepillado uterino el segundo dia del estro. El 100 %
de las yeguas subfértiles fueron diagnosticadas con endometritis en
distintos grados. Se encontré que la endometritis posapareamiento, el
tratamiento previo con antimicrobianos y el nimero de inseminacio-
nes artificiales por temporada fueron factores asociados a la subfer-
tilidad. Las principales especies y géneros bacterianos aislados fueron
Bacillus sp. (36,8 %), Staphylococcus sp. (26,3 %), Escherichia coli (18,4 %),
Klebsiella sp. (13,2 %) y Citrobacter sp. (7,9 %). La presencia de cultivos
bacterianos positivos no estuvo relacionada con la subfertilidad. Los
resultados demuestran que la endometritis, independientemente de
su etiologia, es uno de los principales factores asociados a la subfer-
tilidad en estas yeguas.

Palabras clave: yegua; fertilidad; endometritis; cultivo bacteriano;
citologia endometrial.
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| ABSTRACT

The objective of this study was to determine the relationship between enterobacteria-induced endometritis
and subfertility in Peruvian Paso mares. A total of 38 cyclic females, aged 5 to 15 years and raised in stud
farms in Lima, Cafiete, and Chincha, were evaluated. Nineteen mares were assigned to the control group
(healthy), and the remaining 19 mares constituted the case group (subfertile). Uterine mucosa samples were
collected on day 2 of estrus for bacterial culture and cytology using uterine brushing. Endometritis of varying
degrees was diagnosed in 100% of the subfertile mares. Post-mating endometritis (PME), previous antimicrobial
treatment, and the number of artificial inseminations per season were factors associated with subfertility. The
main bacterial species and genera isolated were Bacillus sp. (36.8%), Staphylococcus sp. (26.3%), Escherichia
coli (18.4%), Klebsiella sp. (13.2%), and Citrobacter sp. (7.9%). The presence of positive bacterial cultures was
not related to subfertility. The results demonstrate that endometritis, regardless of its etiology, is one of the
main factors associated with subfertility in these mares.

Keywords: Mare; fertility; endometritis; bacterial culture; endometrial cytology.

| RESUMO

O objetivo do estudo foi determinar a relacdo entre a endometrite causada por enterobactérias e a subfertili-
dade em éguas da raca cavalo Peruano de Paso. Foram avaliadas 38 fémeas ciclicas, de 5 a 15 anos de idade,
criadas em haras de Lima, Cafiete e Chincha. Destas, 19 constituiram o grupo controle (saudaveis) e as outras
19 formaram os casos (subférteis). Coletaram-se amostras de mucosa uterina para cultivo bacteriolégico e
citologia por meio de escovado uterino no segundo dia do estro. Endometrite, em graus variados, foi diagnos-
ticada em 100% das éguas subférteis. Encontrou-se que a endometrite pds-acasalamento (EPA), o tratamento
prévio com antimicrobianos e o nimero de inseminagdes artificiais por temporada foram fatores associados
a subfertilidade. As principais espécies e géneros bacterianos isolados foram Bacillus sp. (36.8 %), Staphylococ-
cus sp. (26.3 %), Escherichia coli (18.4 %), Klebsiella sp. (13.2 %) e Citrobacter sp. (7.9 %). A presenca de culturas
bacterianas positivas nao esteve relacionada a subfertilidade. Os resultados demonstram que a endometrite,
independentemente de sua etiologia, € um dos principais fatores associados a subfertilidade nessas éguas.

Palavras-chave: Egua; fertilidade; endometrite; cultivo bacteriano; citologia endometrial.

Relacidn entre la endometritis causada por bacterias y la subfertilidad en yeguas

| INTRODUCCION

El Caballo Peruano de Paso (CPP) es una raza oriunda del
Peru, reconocida oficialmente en el Decreto Ley n.0 25919
(1992). Sus caracteristicas propias de movimiento junto
a su rusticidad fueron determinantes para su selecciény
registro oficial comoraza. En este contexto, la eficiencia re-
productiva ha cobrado relevancia para el mantenimientoy
el crecimiento econdémico de la industria equina nacional
(Pacheco, 2011; Sotomayor et al., 2012). No obstante, en
la industria equina internacional se reportan diversos
problemas reproductivos en yeguas que generan impor-
tantes pérdidas econdmicas, atribuibles principalmente a
causas infecciosas o a alteraciones en la estructura de la
mucosa uterina (Morales y Castro, 2018; Silva Rua et al.,
2018; Schéniger y Schoon, 2020).

La microbiota bacteriana comensal del tracto repro-
ductivo de la yegua cumple un rol fundamental en la

preservacion de su salud reproductiva (Heil et al., 2019;
Jones, 2019). Esta microbiota ha sido estudiada mediante
cultivos bacterianos y pruebas moleculares con el fin de
comprender su participacion tanto en la prefiezcomo en
el desarrollo de endometritis. Sin embargo, los mecanis-
mos mediante los cuales estos microorganismos actdan,
asi como las interacciones entre las especies presentes,
aun no han sido completamente esclarecidos (Pugh,
2018; Canisso et al., 2020; Holyoak y Lyman, 2021). Pa-
ralelamente, la citologia endometrial se ha consolidado
como una prueba complementaria de eleccion, junto
con los estudios bacteriolégicos, para la evaluacion en
el campo de la integridad uterina en diversas especies
(Rinaudo, 2012; Ferris et al., 2015; Jorge et al., 2017).

La endometritis, laendometriosis, la placentitis y el aborto
infeccioso constituyen las enfermedades mas frecuentes
del tracto reproductivo equino (Hoffmann et al., 2009;
LeBlanc, 2010; Marcolongo-Pereira et al., 2012; Morris
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et al., 2020). Entre ellas, la endometritis destaca por su
prevalencia, reportada entre el 20% y 90% (Riddle et
al., 2007; Diaz-Bertrana, 2013), asi como por sus efectos
perjudiciales sobre la fertilidad y la complejidad de su
patogenia (LeBlanc y Causey, 2009; Troedsson y Wood-
ward, 2016; Christoffersen y Troedsson, 2017; Morris et
al., 2020).

La etiologia de la endometritis esta ligada, en la mayoria
delos casos (25-60 %), con infecciones bacterianas ascen-
dentes; en menor proporcién, se debe a la activaciéon de
bacterias latentes (Davis et al., 2013; Dooleweerdt et al.,
2015; Petersen et al., 2018; Morris et al., 2020). Ademaés,
algunas yeguas presentan predisposicion a padecer de
endometritis posapareamiento (EPA) persistente (Morris
et al., 2020; Schoniger y Schoon, 2020). Estudios retros-
pectivos han establecido al Streptococcus B-hemolitico
como el principal agente de endometritis bacteriana;
asimismo, se han aislado otras especies relevantes,
como Staphylococcus spp. y miembros de la familia En-
terobacteriaceae, entre ellos Escherichia coli, Klebsiella sp.
con diferentes tipos de capsulas, Proteus y Enterobacter
(Dooleweerdt et al., 2015; Morris et al., 2020; Diaz-Ber-
trana et al., 2021).

El concepto de subfertilidad o infertilidad puede aplicarse
a tres tipos de yeguas “problematicas” (traducido del
concepto en inglés “problems” mares): aquellas que no
ciclan; las que ciclan con normalidad, pero no conciben; y
las que ciclan, conciben, pero posteriormente presentan
pérdidas embrionarias tempranas (Pasolini et al., 2016).
Debido a su similitud, ambos términos suelen emplearse
como sindnimos; sin embargo, es posible establecer
algunas diferencias. La subfertilidad, por lo general, puede
revertirse mediante un manejo clinico adecuado cuando
se identifica la causa involucrada (como endometritis
infecciosa, estrés, condicién corporal inadecuada o EPA
persistente). Por el contrario, la infertilidad tiende a ser
irreversible y se relaciona con anormalidades genéticas,
endometriosis o cambios degenerativos de la edad (Rizzo
etal., 2019; Lasecaetal., 2021; Katilay Ferreira-Dias, 2022).

En el Pery, pese a la subfertilidad descrita en yeguas CPP
(M. Tomatis y Y. Plaza, comunicacién personal, 27 de
noviembre de 2020), la recoleccién de muestras uterinas
para analisis bacterioldgico y citolégico como parte de
la evaluacién de la salud reproductiva equina (Nielsen
et al., 2010; Walter et al., 2012; Christoffersen et al.,
2015) es poco frecuente. En consecuencia, no se han
encontrado estudios publicados sobre la etiologia, pre-
valencia, presencia de endometritis o su relacién con la
subfertilidad en esta raza, lo que limita la capacidad diag-
nostica frente a enfermedades reproductivas de origen
infeccioso, que contintian siendo las mas comunes
(Pacheco, 2011). Debido a esto, el presente estudio tuvo
como objetivo determinar la presencia de endometritis
causada por enterobacterias y su asociacién con la sub-
fertilidad en la poblacidn referida.

| MATERIALES Y METODOS

El estudio se desarrolld en tres provincias de las regiones
de Lima e Ica (Peru), durante la temporada reproductiva
comprendida entre eneroy marzo de 2023. Las muestras
obtenidas fueron procesadas en los Laboratorios de His-
tologia, Embriologia y Patologia Animal y en el de Micro-
biologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Uni-
versidad Nacional Mayor de San Marcos (FMV-UNMSM).
La investigacién correspondiod a un estudio observacional
analitico de casos y controles.

Se aplicé el software Epidat version 3.1 (enero de 2006) para
calcular el tamafio de la muestra, tomando los valores re-
ferenciales de proporcion de controles y casos expuestos a
endometritis bacteriana de 33,3 % (Moralesy Castro, 2018)
y 89,9 % (Diaz-Bertrana, 2013), respectivamente. Asimismo,
se considerd un animal control por cada animal caso. Con
un nivel de confianza del 95% y un poder de prueba del
90 %, se obtuvo un tamafio muestral de 19 yeguas para
cada grupo, alcanzando una muestra total de 38 animales.

Los animales incluidos en el estudio fueron yeguas de
CPP bajo un sistema de crianza intensivo (estabulado),
pertenecientes a cuatro criaderos de las provincias de
Limay Cafiete (Lima), y de Chincha (Ica). Se seleccionaron
yeguas con ciclo estral regular (ciclicas), de 5a 15 afios y
con al menos un parto registrado. Estas se distribuyeron
en un grupo control de yeguas reproductivamente sanas
(n =19) y un grupo de casos con antecedentes clinicos
de subfertilidad en el afio previo (n = 19).

El muestreo se realizd siguiendo un disefio aleatorio
estratificado simple. El criterio de estratificacion fue la
presencia o ausencia de antecedentes de subfertilidad
en la historia clinica. La poblacién total de hembras de
cada criadero se dividié en dos estratos (fértiles y sub-
fértiles), y dentro de cada uno se aplicé un muestreo
simple al azar, proporcional al tamafio del estrato, hasta
completar el niUmero requerido.

Las caracteristicas consideradas para la seleccion y la
distribucion de los individuos se basaron en la investi-
gacion realizada por McCue (2008).

Requisitos de seleccion para el grupo control

» Historia clinica sin antecedentes de subfertilidad o
tratamientos previos.

+ Haber tenido por lo menos un parto a término.
+ Tasade prefiez>75 % (Romero-Marquez et al., 2022).
+ Estadofisicoyreproductivo saludables(sin signos clinicos

de enfermedad sistémica ni alteraciones evidentesenla
conformacion anatémica del tracto reproductivo).
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+ No gestantes al momento del estudio (verificado
mediante historia clinica y ecografia).

+ Servicio exclusivo por inseminacién artificial (semen
fresco y refrigerado).

Se descartaron yeguas recientemente inseminadas,
gestantes o lactantes al momento de la evaluacién.

Requisitos de seleccidn para el grupo de casos

+ Historia clinica de subfertilidad comprobada en el
ultimo afio (pérdidas embrionarias tempranas, abortos,
tres o mas servicios en la misma temporada reproduc-
tiva, etc.)y sin tratamientos recientes (lavados uterinos,
aplicacién de antimicrobianos, etc.) en las Ultimas dos
a tres semanas.

+ Al menos un parto a término previo.

+ Estado fisico general saludable (sin signos clinicos de
enfermedad sistémica).

+ Servicio exclusivo por inseminacién artificial (semen
fresco y refrigerado).

Se descartaron las yeguas con tratamientos recientes (en
las Ultimas 2 a 3 semanas) o cuyo historial de subfertili-
dad se extendiera mas alla de un afio. No se considera-
ron como indicadores de subfertilidad los antecedentes
mortinatos o las dificultades durante el parto.

De manera paralela a la toma de muestras, se recopilé
informacién basica sobre cada individuo y de su ren-
dimiento reproductivo en el dUltimo afio mediante una
ficha de campo. Se registraron la edad, el nimero total
de partos, el nUmero de abortos, las reabsorciones em-
brionarias tempranas, la participacién en programas de
transferencia embrionaria (TE), el nimero de servicios
por temporada, la susceptibilidad a EPAy los tratamien-
tos previos. Estos datos se obtuvieron de las historias
clinicasy de los registros reproductivos de los criaderos.

El muestreo se realizé con el consentimiento informado de
los propietarios. Para la toma de muestras, se priorizé la in-
movilizacién de las yeguas en brete o mediante el uso de
trabasy sogas, de acuerdo con los procedimientos rutinarios
alos que el animal estaba habituado, procurando generar el
menor nivel de estrésy evitando cualquier forma de maltrato.

La toma de muestras se efectué durante el segundo o
tercer dia del estro. En primer lugar, se evalud a cada
yegua mediante ultrasonido (ecografo EMPEROR, modelo
V9, sonda lineal de 7,5 MHz) para determinar el estadio
del ciclo estral. Se busco la presencia de un foliculo preo-
vulatorio de 38a42 mm, un grado 2 a 3 de edema uterino
y la evaluacién del estado de relajacidn del cérvix. Poste-

riormente, siguiendo un protocolo uniforme, se vendd la
cola, yselavody desinfectd laregion perineal. La obtencién
de la muestra se hizo mediante un citocepillo (Cytology
Brush Equine; Minitube®, Germany) siguiendo los proce-
dimientos descritos por Ferris et al. (2015). Las muestras
citolégicas de todas las yeguas (n = 38) fueron extendidas
en tres laminas portaobjetos, dejadas secar al aire libre,
fijadas y tefiidas con una coloracién rapida de tipo Roma-
nowsky (Diff Quick, Color Fast; Biopack®, Argentina), para
luego ser almacenadas y transportadas al Laboratorio
de Histologia, Embriologia y Patologia Animal de la FMV-
UNMSM. Por otro lado, el citocepillo destinado al cultivo
bacteriano se sumergié en un medio de transporte Stuart
(Diaz-Bertrana, 2013) y fue enviado el mismo dia al Labo-
ratorio de Microbiologia de la misma facultad.

Los exdmenes realizados fueron los siguientes:

a. Examen citolégico: Las muestras extendidas en por-
taobjetos fueron evaluadas segun la proporcion (%) de
células inflamatorias observadas por el microscopio a
40x, con base en el conteo total de hasta 300 células
por lamina, diferenciando polimorfonucleares neutré-
filos (PMNs) y células epiteliales. Los procentajes de
PMNs fueron clasificados como positivos (>2 % PMNSs)
0 negativos (<2% PMNSs) a endometritis (Overbeck
etal., 2013; Kozdrowski et al., 2015; Sikora et al., 2016).
Las muestras positivas fueron, ademas, categorizadas
segun el grado de inflamacién: 1 = endometritis leve
(>2-15% PMNSs); 2 =endometritis moderada (>15-50 %
PMNs); y 3 = endometritis severa (>50 % PMNs) (Card,
2005; Davies et al., 2013; Jorge et al., 2017).

b. Cultivo bacteriano y caracterizaciéon: Las muestras
destinadas al cultivo bacteriano fueron inoculadas en
placas con agar McConkey y agar sangre, incubadas
a 37 °C durante 24-72 h, siguiendo los protocolos
convencionales del laboratorio. En los casos con
crecimiento bacteriano, se realizaron pruebas bio-
quimicas para su caracterizacion y diferenciacion
(catalasa, oxidasa, ureasa, agar citrato, agar lisina
hierro [LIA], agar hierro triple azucar [TSI] y medio
SIM). Adicionalmente, se efectué latincién de Gram a
partir de un frotis de cada muestra, utilizando cristal
violeta, solucidn de Lugol, decolorante (alcohol-ce-
tona) y safranina, segun el procedimiento estandar
establecido (Rodriguez y Arenas, 2018).

Los cultivos positivos fueron clasificados como puros
cuando se observé crecimiento de una sola especie
bacteriana (monocultivo); mixtos, cuando se eviden-
ciaron dos o tres especies distintas; y contamina-
das, cuando se detectd la presencia de mas de tres
especies bacterianas (Overbeck et al., 2011; Walter
et al., 2012; Morales y Castro, 2018).

c. Cultivo micético y caracterizacion: Las muestras en
las que se identificaron estructuras levaduriformes o
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filamentosas (pseudohifas e hifas fungicas), mediante
citologia, fueron inoculadas en agar Saboraud dextrosa
concloranfenicol(0,5g/L)yen caldoSaboraud, incubados
entre 25°Cy30°Cdurante 3a 10dias, siguiendo los pro-
tocolos convencionales del laboratorio. En los cultivos
positivos, se caracterizaron las colonias con base en su
morfologia macroscopica y microscopica (tinciéon Gram
y azul de lactofenol) (Guevara et al., 2007; Zurita et al.,
2017). Para la identificacién definitiva de las colonias de
Coandida sp., se realizaron pruebas fisioldgicas estanda-
rizadas —fomacién en tubo germinal, produccién de
clamidoconidias y desarrollo en pH acido—, asi como
pruebas bioquimicas de asimilacién y fermentacion
de carbohidratos, y formacién de biopelicula (Guevara
et al., 2007; Zurita et al., 2017).

d. Sensibilidad antimicrobiana: A partir de las colonias
bacterianas aisladas, se aplico la prueba de sensibi-
lidad mediante el método estandarizado de difusion
en disco (Sacsaquispe y Velasquez, 2002; Cavalieri,
2005), siguiendo los protocolos convencionales del
laboratorio. Segun las recomendaciones de los dos
médicos veterinarios responsables de los criaderos,
y en funcién de sus experiencias profesionales en
el campoyy la terapéutica empleada anteriormente,
se eligieron evaluaron 9 antimicrobianos de uso
habitual (Oxoid®, Thermo Fisher Scientific®, Reino
Unido): enrofloxacina (concentracién =5 pg), sulfa/tri-
metoprim (concentracion = 25 pg), ceftiofur (concen-
tracién =30 pg), gentamicina (concentracion = 10 pg),
penicilina G (concentracion = 10 U), amikacina (con-
centracién = 30 pg), ampicilina (concentracion = 10
pg), cefoxitina (concentracion = 30 pg) y amoxicilina/
acido clavulanico (concentracion = 30 pg).

Tras el periodo de incubacién correspondiente
(35 °C por 16-18 h; 20-24 h para Streptococcus sp.),
se examinaron las placas y se midieron (mm) los
didmetros de los halos de inhibicion alrededor de
cada disco. La categorizacion, la interpretacion y el
reporte de los resultados de sensibilidad (resistente,
intermedio y sensible) se realizé conforme a los es-
tandares del Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (NCCLS) (Sacsaquispe y Velasquez, 2002;
Cavalieri, 2005).

La variable respuesta objetivo fue la subfertilidad de las
yeguas. Como variables de exposicién se evaluaron el
tipo de cultivo bacteriano, las especies bacterianas de
mayor frecuencia, el nimero total de partos, antecedente
de aborto, edad, diagnéstico y grado de endometritis,
susceptibilidad a EPA, antecedente de TE, nimero de
inseminaciones por temporada y tratamientos previos
con antimicrobianos.

El analisis estadistico de los datos se realizé usando
el software SPSS (IBM SPSS Statistics 27.0). La variable
dependiente (subfertilidad) fue contrastada con todas

las variables de exposicion mediante la prueba de chi
cuadrado, con el fin de determinar posibles asociacio-
nes. Las variables que mostraron asociacion (presencia
y grado de endometritis, EPA, tratamientos previos e |A/
temporada) fueron incorporadas conjuntamente en un
modelo de regresion logistica multiple.

Para evaluar el rendimiento reproductivo (datos obte-
nidos en la ficha de campo) en relacién con la edad, el
porcentaje de prefiez al primer servicio y su asociacion
con la condiciéon clinica (subfertilidad y endometritis
bacteriana), se emplearon pruebas estadisticas comple-
mentarias como U de Mann-Withney. Asimismo, para
analizar la relacion entre la subfertilidad o la endometri-
tis bacteriana con el nimero de inseminaciones (Al) por
temporada y nimero de partos, se utilizd la prueba de
Kolmogorov-Smirnov para dos muestras.

La procedencia de los animales no fue incluida en el
analisis, dado que la seleccion de los criaderos fue hecha
por conveniencia. La investigacion conté con la aprobacion
del Comité de Eticay Bienestar Animal de la FMV-UNMSM
(Constancia de Autorizacion Etica n.° 2021-19).

| RESULTADOS

La presencia de endometritis se confirmd mediante
citologia endometrial en el 100 % (n=19/19) de las yeguas
pertenecientes al grupo caso y en el 58,9% (n = 11/19)
del grupo control (p < 0,01). También se identificaron
diferencias estadisticas entre ambos grupos en cuanto
al grado de endometritis (p < 0,05) (tabla 1).

Tabla 1. Distribucién porcentual de los
grados de endometritis hallados en yeguas
control (n=11) y caso (n = 19).

Grado Control (%) Casos (%)
1 72,722 57,890
2 27,272 21,052
3 0,00? 21,05°

1: leve (>2-15% PMNSs); 2: moderada (>15-50 % PMNSs); 3: severa
(>50% PMNs); > : diferencia estadistica significativa entre ambos
grupos (p <0,05).

No se encontraron diferencias significativas en la
presencia de cultivos bacterianos positivos entre ambos
grupos (p > 0,05): 78,9% (n = 15/19) en el caso de las
muestras del grupo control y 89,5% (n = 17/19) en el
grupo de casos. Del mismo modo, el tipo de cultivo (puro
0 mixto) no mostré influencia sobre la condicién de su-
bfertilidad (p > 0,05). Tampoco se evidencid asociacion
significativa entre el agente bacterianoy el grado de en-
dometritis (p > 0,05), probablemente debido a la natu-
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raleza de la bacteria aislada (Bacillus sp., Staphylococcus
sp., Escherichia coli y Klebsiella sp.).

Los géneros bacterianos aislados con mayor frecuencia
se detallan en lafigura 1. En el grupo de casos, al menos
un género o especie bacteriana fue hallada en 17 de
las 19 yeguas, predominando Bacillus sp. en el 47,1%
(n=28/17), Staphylococcus sp. en el 41,2% (n=7/17), Kleb-
siella sp. en el 23,5% (n = 4/17), Escherichia coli en el

17,8% (n=3/17)y Citrobacter sp.en el 5,9% (n=1/17). En
el grupo control, 14 muestras fueron positivas al cultivo
bacteriano, registrandose Bacillus sp. el 50,0 % (n =7/14),
Escherichia coli en el 28,6 % (n = 4/14), Staphylococcus
sp. en el 21,4% (n = 3/14), Citrobacter sp. en el 14,3%
(n =2/14) y Streptococcus sp. en el 14,3% (n = 2/14). Sin
embargo, no se encontrd asociacion estadistica entre los
microorganismos aislados y la condicién de subfertilidad
(p > 0,05).
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20.0% 14.3% 14.3%
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Figura 1. Géneros bacterianos aislados (%) en muestras uterinas de yeguas de Caballo Peruano de Paso (CPP) fértiles

y subfértiles de la costa central del Peru.

Enla evaluacion citologica de 4 yeguas del grupo de casos,
que también fueron positivas al crecimiento bacteriano,
se observaron estructuras compatibles con levaduras e
hifas fungicas (figura 2). Ante estos hallazgos, se procedié
a realizar cultivos micolégicos especificos para dichas
muestras. En tres de ellas se identificé Candida sp. y
en la cuarta Aspergillus sp., lo que permitié confirmar
el diagndstico de endometritis asociada a una posible
coinfeccion fungica en estos cuatro casos particulares.

Figura 2. Abundantes estructuras ovaladas bien delimitadas
de color azul oscuro entre las células epiteliales endometria-
les (levaduras) y otras estructuras filamentosas ramificadas,
ligeramente trasltcidas al lado (hifas fungicas) (magnificacién
de 40x). Los cultivos fungicos identificaron Candida sp.

Los principales factores asociados a la subfertilidad
fueron el registro de tratamientos antimicrobianos
(p<0,01), la susceptibilidad de las yeguas a padecer EPA
(p <0,05) y el nUmero de IA por temporada (p < 0,01).
En contraste, no se encontré evidencia estadistica que
vincule la edad, el nUmero de partos o la participaciéon en
programas de transferencia de embriones hayan podido
influenciar en la fertilidad de las yeguas.

Por otro parte, aunque las variables presencias de en-
dometritis, grado de endometritis, EPA y tratamien-
tos previos mostraron asociacion de manera indivi-
dual, los resultados de la regresion logistica multiple
indicaron que no pueden considerarse factores de
riesgo (p > 0,05; OR = 5,822E + 14, 0,72, 7.299E + 14y
7.728E + 19, respectivamente). Esto explica porque el
modelo solo logré esclarecer el 67,1 % de la variabilidad
de la condicién de subfertilidad (R cuadrado de Cox y
Snell = 0,671).

La sensibilidad para cada antibiético evaluado frente a
los agentes bacterianos aislados se presenta enla tabla 2.
Entre los nueve antimicrobianos testeados: gentamicina
(97,1 %), ceftiofur (94,3 %), sulfa/trimetoprim (94,3 %) y
amoxicilina/acido clavulanico (AMCL; 77,1 %) mostraron
los mayores porcentajes de sensibilidad. Por el contrario,
los de mayor porcentaje de resistencia fueron la penici-
lina G (97,1 %) y la ampicilina (65,2 %).
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Tabla 2. Resultados de sensibilidad de antimicrobianos (%) para los principales agentes bacterianos aislados en
muestras uterinas de yeguas de Caballo Peruano de Paso (CPP) fértiles y subfértiles de la costa central del Peru.

Staphylococcus sp.

Klebsiella sp.

Escherechia coli

Citrobacter sp. Enterobacter sp.

EFX 714 143 143 100 - - 100
SFT 714 143 143 100 - - 100
CF 714 143 143 100 - - 100
GEN 857 143 - 100 - - 100
PNG 14,3 - 85,7 - - 100 -

AMK 714 143 143 75 25 - 100
AMP 57,1 - 429 50 - 50 66,7
CFX - - - 100 - - 100
AMCL 857 143 - 100 - - 100

- - - - 100 100 - -
- - 100 - - 100 - -
- - 100 - - 100 - -
- - 100 - - 100 - -
- 100 - - 100 - - 100
- - 100 - - 100 - -
- 333 - - 100 - - 100
] - 100 - - - - 100
- - - 100 - 100 - -

S: sensible; I: intermedio; R: resistente; ANT: antibiético; EFX: enrofloxacina; SFT: sulfa trimetoprima; CF: ceftiofur; GEN: gentamicina; PNG:
penicilina G; AMK: amikacina; AMP: ampicilina; CFX: cefoxitina; AMCL: amoxicilina/acido clavulanico.

| DISCUSION

Los resultados muestran que la endometritis consti-
tuye una causa relevante de subfertilidad en yeguas de
CPP, lo cual coincide con estudios previos que reportan
prevalencias entre 86,6 % y 92,0 % (Da Silva et al., 2020;
Gallego etal., 2020). En el grupo control, el porcentaje de
endometritis fue mayor al 43,3 %, sefialado por Moralesy
Castro(2018), en yeguas Pura Raza Chilena sin problemas
reproductivos. Esta diferencia podria explicarse porque a
gue las yeguas de este estudio fueron evaluadas durante
el estro, periodo en el cual el aumento de estrégenos
circulantes optimiza la respuesta inmunitaria (Marth et
al., 2018) y favorece la migracién de células polimorfo-
nucleares (PMNSs) hacia el lumen uterino (Marth et al.,
2018; Canisso et al., 2020).

Estudios retrospectivos han reportado crecimiento
bacteriano en 30-50 % de las muestras endometriales
(Walter et al., 2012; Davies et al., 2013; Dooleweerdt et
al., 2015). La mayor frecuencia de aislamientos encon-
trada en el presente estudio podria estar relacionada
con las condiciones ambientales en las que se tomaron
las muestras, debido a que el citocepillo uterino fue
utilizado en condiciones de campo, lo que pudo propiciar
un mayor crecimiento bacteriano, ya sea por contami-
nacion o el aumento de la exposicién de las yeguas a
infecciones uterinas asociadas a su manejo rutinario en
la temporada reproductiva.

En relacion con el aislamiento de estos géneros bacte-
rianos, la mayoria estuvo relacionada a una respuesta
inflamatoria leve en la citologia (=2 PMNSs). Sin embargo,
esta asociacion no ha sido reportada como significativa
en otros trabajos (Overbeck et al., 2011; Walter et al,,

2012; Davis et al., 2013; Buczkowska et al., 2014). Aunque
algunas de estas bacterias se consideran no patégenas,
como la Bacillus sp., o contaminantes, como la Esche-
richia coli y Klebsiella sp., se ha observado su relacion
con yeguas repetidoras sin evidencia de endometritis
clinica o con tasas reducidas de prefiez. Por tal motivo,
se plantea que podrian contribuir a la subfertilidad en las
yeguas (Riddle et al., 2007; Overbeck et al., 2011; Walter
etal., 2012).

En cuanto a los agentes bacterianos aislados, y a diferen-
ciade lareportado en gran parte de la literatura, Bacillus
sp. fue la especie mas frecuente en ambos grupos.
Otros estudios han informado prevalencias entre 3y
20,7 % (Davis et al., 2013; Buczkowska et al., 2014), lo
gue demuestra que en este estudio la frecuencia fue
considerablemente mayor. En algunos casos, el cultivo
positivo para esta bacteria se acompafio de una citologia
compatible con endometritis moderada. De manera con-
sistente, LeBlanc et al. (2007) y Buczkowska et al. (2014)
observaron que el aislamiento de Bacillus sp. y de otras
especies no patégenas puede asociarse ocasionalmente
con unarespuesta inflamatoria en la citologia. Asimismo,
Riddle et al. (2007) sugirieron una posible relacién entre
esta bacteriay una disminucién en los indices de prefiez.

Staphylococcus sp. fue el segundo género mas frecuente,
conunaprevalenciatotal de 26,3 % (n=10/38), cifra similar
al 25,1 % informado por Diaz-Bertrana et al. (2021). En
contraste, Pacheco (2011), en un estudio realizado en
Arequipa (Peru), aislé Staphylococcus aureus solo en 9,1 %
de los hisopados uterinos. Esta diferencia podria deberse
tanto alas limitaciones propias de la técnica de muestreo
como la presencia de biopeliculas producidas por ciertos
microorganismos (Hgiby et al., 2015; Diaz-Bertrana et al.,
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2021). Se ha documentado que algunas especies de Sta-
phylococcus comola S. aureusy la S. epidermidis, aisladas
de muestras uterinas (Pacheco, 2011; Buczkowska et al.,
2014; Barbary et al., 2016; Diaz-Bertrana et al., 2021), son
capaces de formar biopeliculas, lo que favorece infec-
ciones subclinicas y dificulta la respuesta de la terapia
antimicrobiana (Thurlow et al., 2011).

Las bacterias Gramnegativas son ampliamente reco-
nocidas por su capacidad para formar biopeliculas. En
este grupo, las especies mas frecuentes fueron Escheri-
chia coli (18,4 %) y Klebsiella sp. (13,2 %) en el recuento
general. Estos valores son comparables a los reporta-
dos por Gallego et al. (2020), quienes obtuvieron 21,1 %
de cultivos positivos para Escherichia coli, y por Barbary
et al. (2016), con 16,7 %, para Klebsiella pneumoniae en
yeguas con endometritis crénica. No obstante, la in-
terpretacion de estos hallazgos es compleja, dado que
estas bacterias suelen considerarse contaminantes o
causantes de infecciones oportunistas; en consecuencia,
solo los cultivos puros o aquellos asociados a citologia
positiva en yeguas repitentes sin signos clinicos pueden
considerarse diagndsticos (Albihn et al., 2003; LeBlanc
et al., 2007; Overbeck et al., 2011; Walter et al., 2012).

Las bacterias del género Streptoccocus se aislaron en
el 5,3 % del total de muestras. Aunque esta frecuencia
es inferior a la reportada en otros estudios (Sikora et
al., 2016; Diaz-Bertrana et al., 2021), coincide con los
hallazgos de Pacheco (2011), en Pert, y de Gallego et al.
(2020), en Colombia, quienes registraron prevalencias
de 5,7 % en yeguas de CPP y 5,6 % en yeguas criollas co-
lombianas, respectivamente. La baja prevalencia podria
atribuirse a que este microorganismo tiene la capacidad
de causar infecciones profundasy latentes en el endome-
trio equino (Petersen et al., 2015), lo cual hace muy dificil
suidentificacién a través de métodos convencionales de
diagnodstico como los empleados tanto en el presente
estudio como eninvestigaciones previas (Pacheco, 2011;
Gallego et al., 2020).

Se identificé Candida sp. en tres muestras y Aspergillus
sp., en una cuarta. Dado que la determinacién de la pre-
valencia de patdgenos, como una de las posibles causas
de subfertilidad en yeguas de CPP, no estaba planificada
entre los objetivos de la presente investigacion, se debe
de considerar la probabilidad de que las infecciones por
hongos hayan sido mayor, especificamente porque en
varias muestras sin crecimiento se observd citologia
positiva, lo cual sugiere la presencia de un agente causal
no identificado.

Entre los factores evaluados, la susceptibilidad a la EPA
mostré una asociacion significativa con los problemas
de fertilidad, lo que coincide con otras investigaciones
(Pasolinietal., 2016; Katilay Ferreira-Dias, 2022; Scarlet et
al., 2023). Sin embargo, determinar si una yegua padece
de esta condicion o podria ser susceptible en el futuro

aun es complicado, debido a variabilidad en los criterios
utilizados para detectarla —respuesta al desafio bacte-
riano, demostracién de falla del aclaramiento uterino
y deteccidn ecografica de liquido intrauterino libre—,
gue ademas no siempre pueden aplicarse en campo,
especialmente si se cuenta con un historial reproduc-
tivo desconocido. A ello se suma la amplia variedad en
los grados de susceptibilidad y el hecho de que algunas
yeguas pueden cambiar de condicion de una temporada
a otra (Woodward et al., 2012).

Respecto al uso de tratamientos previos, un estudio
en el Reino Unido reporté la administracién profilac-
tica de oxitocina combinada con antibiéticos en yeguas
Pura Sangre para prevenir infecciones uterinas, bajo la
creencia de que eran la causa principal del fracaso en la
concepcidnylas pérdidas embrionarias (Rose etal., 2018).
Por su parte, Derisoud et al. (2024) utilizaron oxitocina
como tratamiento para incrementar la tasa de concep-
cidn con resultados favorables. Entre ambos enfoques,
probablemente el segundo sea el mas adecuado, porque
la presencia de ciertas especies bacterianas en yeguas
subfértiles se ha asociado con antecedentes de uso in-
adecuado de antibidticos (Gallego et al., 2020).

Por otra parte, Derisoud et al. (2024) encontraron que
el nimero de IA/ciclo estral no influye en la EPA; sin
embargo, en el presente estudio se observd que el
aumento de servicios por A si podria afectar la fertilidad.
Esto puede deberse a que las manipulaciones continuas
del cérvix durante el servicio pueden provocar fibrosis
cervical y pérdida de elasticidad, con la consecuente falta
de dilatacion durante el estro y disfuncion de la limpieza
mecanica de los subproductos inflamatorios uterinos
(LeBlanc y Causey, 2009; Katila, 2016; Christoffersen y
Troedsson, 2017). Asimismo, esta practica podria in-
crementar la posibilidad de infecciones iatrogénicas
por un inadecuado manejo durante las inseminaciones
continuas (Gallego et al., 2020).

Aunque estas variables mostraron asociacién individual
con la subfertilidad, no fue posible confirmar que actien
como factores riesgo a tener en cuenta si se desea crear
un programa de prevencion orientado a reducir la posibi-
lidad de subfertilidad enlas yeguas. Esto podria deberse,
principalmente, a que el tamafio de muestra fue menor
(38 yeguas = observaciones) al recomendado para que
pueda realizarse efectivamente un modelo logistico (50 a
100 observaciones) (Melouny Militky, 2011). Por lo tanto,
seria necesario desarrollar un trabajo de investigacion de
mayor escala y profundidad, que incorpore tanto estos
factores como otros no evaluados en este estudio, pero
considerados relevantes, tales como la conformacién
anatémica del tracto reproductivo externo (vulva y cérvix)
e interno (evaluacién ultrasonografica y biopsia endome-
trial), el tipo de semen utilizado, historial de mortinatos,
entre otros (Derisoud et al., 2024; Morrell y Rocha, 2022;
Scarlet et al., 2023).
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La mayoria de los estudios previos han demostrado
que las yeguas de mayor edad poseen tasas de con-
cepcion menores que las jovenes. Esto se debe a la
estrecha relacién reportada entre la edad, la paridad,
las alteraciones adquiridas en los 6rganos reproductivos
internosy externos, la degeneracién endometrial y la dis-
minucion de la respuesta inmune (Schoéniger y Schoon,
2020; Katila y Ferreira-Dias, 2022; Scarlet et al., 2023).
En contraste con dicha evidencia, no se encontro que la
edad o el numero de partos estuvieran asociados con
los problemas reproductivos observados. Esto podria
explicarse porque el promedio de edad (9 afios en el
grupo control y 11,2 afios en los casos) y el nimero de
partos (2,7 en el grupo control y 3,8 para los casos) fueron
relativamente similares en ambos grupos. Ademas, el
momento de inicio del muestreo —enero, es decir, la
mitad de la temporada reproductiva— pudo influir en
este resultado, ya que para esa fecha varias yeguas
jovenes (entre 5y 7 afios) ya se encontraban prefiadas
y no pudieron ser incluidas en el grupo control.

Los resultados de susceptibilidad antimicrobiana
obtenidos coinciden parcialmente con los reportados
por Diaz-Bertrana et al. (2021), quienes también hallaron
mayor sensibilidad a la gentamicina, aunque con un
promedio inferior de 48,3% y un 75,2 % de resistencia a
la penicilina. En relacion con esta Ultimo y sus derivados,
como la ampicilina, se ha reportado una disminucién
progresiva de la sensibilidad bacteriana a lo largo de los
anos (Pisello et al., 2019; Diaz-Bertrana et al., 2021). Esto
por el motivo de que la mayoria de los microrganismos
aislados en dichos estudios fueron bacterias Gramnega-
tivas, ademas del incremento de bacterias productoras
de betalactamasas y otros factores de virulencia que
favorecen la resistencia frente antimicrobiana (Salam
et al., 2023; World Health Organization [WHO], 2024).

En términos generales, todos los microorganismos
aislados en este estudio mostraron resistencia frente al
77,7 % (n=7/9) de los antibidticos probados, con variacio-
nes especificas segun la especie identificada. Asimismo,
la totalidad de los aislados presentd resistencia a dos
0 mas antimicrobianos. Entre estos, los del género Sto-
phylococcus evidenciaron resistencia al 66,7 % (n =6/9) de
los antimicrobianos, incluyendo enrofloxacina (tabla 2).
Deigual manera, el Citrobacter sp. no fue sensible a enro-
floxacina, penicilina Gy ampicilina, y mostré sensibilidad
intermedia a AMCL. En otros estudios se han reportado
niveles de resistencia entre 10 y 57 %, dependiendo del
microorganismo aislado, siendo Pseudomonas aeruginosa
y Streptococcus zooepidemicus las especies que presenta-
ron mayores porcentajes (Davis et al., 2013).

Por otro lado, las bacterias Escherichia coli, Klebsiella
sp. y Enterobacter sp. mostraron 100 % de resistencia
frente a la penicilina G y porcentajes de 33,3%, 50% y
100 % frente a ampicilina, respectivamente. Estos valores
coinciden con otras investigaciones donde se reporta-

ron porcentajes de resistencia para penicilina que varian
entre 92,3% y 100 %, y para ampicilina de 10,3 a 100 %
(Davisetal., 2013; Pisello et al., 2019; Gallego et al., 2020).
Por el contrario, presentaron 100% de sensibilidad
para el resto de los antibioticos evaluados, quedando
como opciones elegibles para tratamiento los amino-
glucosidos, la enrofloxacina y la sulfa trimetoprima. No
obstante, es necesario considerar que las dos primeras
clases de antibidticos son de importancia critica para
el tratamiento en personas (WHO, 2016); en particular,
las quinolonas que se catalogan como antimicrobianos
de importancia critica para la salud publica. Por tanto,
deberian administrarse especificamente cuando exista
resistencia documentada a otras alternativas terapéuti-
cas (Pisello et al., 2019).

Elincremento global de la resistencia a los antimicrobia-
nos se ha atribuido principalmente a su uso inadecuado,
ya sea por aplicacion desmedida y repetitiva en trata-
mientos empiricos, la sub o sobredosificacion, o un se-
guimiento clinico inapropiado (Diaz-Bertrana etal., 2021).
Ademas, estas practicas pueden favorecer la apariciéon
de endometritis fungica, cuyo manejo clinico es ain mas
dificil y complejo (Beltaire et al., 2012; Rus et al., 2021).

La respuesta a la antibioticoterapia varia segun los
distintos microorganismos. Comparar resultados de sen-
sibilidad antimicrobiana entre diferentes investigaciones
es complicado, dado que los resultados pueden verse
afectados por las ubicaciones geograficas, la disponibili-
dad local de los medicamentos o, incluso, por las politicas
nacionales de uso de antibidticos vigentes en cada pais.
Nuestros resultados confirman que los microorganis-
mos comunmente involucrados en la endometritis en
yeguas de CPP presentan una alta variabilidad y, como
se observa en la literatura, resaltan la importancia de
realizar un cultivo bacteriolégico con antibiograma antes
de tomar cualquier decision terapéutica.

Esta investigacion, entonces, ha permitido obtener una
amplia informacion sobre la presencia de endometritis
y su relacion con la subfertilidad en yeguas de CPP, con
el objeto de contribuir a la comprensién de su compleji-
dady caracterizar otros factores asociados. Igualmente,
muestra hallazgos actualizados sobre los agentes bac-
terianos, potencialmente patégenos, existentes en la
mucosa uterina y su resistencia frente a los antimicro-
bianos. El estudio también requirié ajustes metodolé-
gicos ante circunstancias imprevistas, lo que incluyd la
modificaciéon o adicion de procedimientos a partir de
los resultados preliminares. Por otro lado, entre las li-
mitaciones que se presentaron estan el tamafio de la
muestra, la cual tuvo que ser el minimo valido posible
por la dificultad de accesos a los animales y la escasa
cooperacion de los criaderos; la imposibilidad de contar
convarias yeguas elegibles para el grupo control porque
ya se encontraban gestantes; y la exclusién de cuatro
yeguas consideradas como casos de informacion re-
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productiva incompleta. De igual modo, algunos proce-
dimientos tanto en campo como dentro del laboratorio
tuvieron que ajustarse al no contar con el financiamiento
econdmico suficiente.

Losresultados obtenidos buscan establecer antecedentes
cientificos para futuras investigaciones en reproducciéon
equina. Por ejemplo, identificar los principales factores
de riesgo asociados a la susceptibilidad a padecer de EPA,
o establecer la prevalencia de endometritis fungica, asi
como las especies micéticas mas frecuentes, es funda-
mental para intentar disminuir el porcentaje de subfer-
tilidad actual en yeguas de CPP. Igualmente, se requiere
profundizar en el estudio de los factores de virulencia
asociados a la resistencia antimicrobiana de las cepas
aisladas, en consonancia con el enfoque colaborativo
global de «una sola salud».

Finalmente, se espera que el conocimiento generado sea
de utilidad a los médicos veterinarios especializados en
equinos desarrollen planes terapéuticos mas adecuados
para la prevencion, tratamiento y control de la endome-
tritis recurrente, ademas de reducir la contribucién al
avance de la resistencia bacteriana.

| CONCLUSIONES

La frecuencia de endometritis en yeguas subfértiles fue
del 100 %, por lo que su presenciay grado de severidad,
independientemente de su etiologia, influye en la fertili-
dad de yeguas de Caballo Peruano de Paso.

Los cinco agentes bacterianos aislados con mayor frecuen-
cia de la microbiota uterina fueron Bacillus sp, Staphylo-
coccus sp., Klebsiella sp., Escherichia coliy Citrobacter sp.

Los factores asociados a la presencia de subfertilidad en
la muestra fueron la susceptibilidad a padecer de EPA,
numero de |IA/temporada y la administracién de trata-
mientos previos con antimicrobianos.

Las principales especies bacterianas aisladas presentaron
un alto porcentaje de resistencia (77,7 %) a los antimicro-
bianos de uso rutinario en reproduccién equina, lo cual
pudo deberse a la aplicacion de tratamientos previos.
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