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RESUMO 

A endometrite é a principal causa de subfertilidade em éguas, podendo ser de 

origem infecciosa ou não infecciosa. O diagnóstico de endometrite se dá pela associação 

de diferentes técnicas a fim de identificar a presença de neutrófilos e de microrganismos 

nos casos infecciosos. O tratamento se dá por uma abordagem multimodal, sendo 

comumente associadas lavagens uterinas, agentes ecbólicos, anti-inflamatórios e 

antimicrobianos. Contudo, com o aumento de resistência antimicrobiana, o 

desenvolvimento de terapias alternativas às tradicionais se faz necessário, uma vez que, 

a utilização de antimicrobianos na rotina à campo promove o desenvolvimento de 

microrganismos multirresistentes. Assim, o presente trabalho, no capítulo 1 apresenta 

uma revisão bibliográfica ressaltando a endometrite, classificações, formas de 

diagnóstico e principais tratamentos, apresentando tratamentos alternativos às terapias 

tradicionais que possam evitar o desenvolvimento de microrganismos multirresistentes. 

Já, o capítulo 2 apresenta o artigo no qual foi testada a atividade antimicrobiana de 

terapias alternativas contra microrganismos causadores de endometrite em éguas. Este 

estudo teve como objetivo avaliar o efeito antimicrobiano in vitro de terapias alternativas 

(NTT) utilizadas na prática clínica contra microrganismos causadores de endometrite em 

éguas. O experimento foi dividido em terapias não-biológicas, sendo estas: 

Dimetilsulfóxido (DMSO), Peróxido de hidrogênio (H2O2), ringer ozonizado (O3, 

60µg/ml de ozônio durante 10 minutos), Iodopovidona 4% (Iodine), e terapias biológicas: 

plasma rico em plaquetas (PRP, 1056±198 x103plaquetas/µl) e plasma pobre em 

plaquetas (PPP, 37±14 x103plaquetas/µl).  Os microrganismos testados foram 

Escherichia coli (E.coli), Pseudomonas aeruginosa (Pseudo), Klebsiella pneumoniae 

(Kleb), Staphylococcus aureus (Staph), e Candida albicans (Candida). Dentre as terapias 

alternativas não-biológicas, a H2O2 apresentou os melhores efeitos inibitórios in vitro. Já, 

das terapias alternativas biológicas, o PRP foi mais eficiente quando comparado ao PPP. 

Assim, a H2O2 e o PRP apresentaram-se eficientes na inibição de microrganismos 

causadores de endometrite em éguas, contudo, estudos in vivo são necessários para avaliar 

o efeito clínico das terapias.  

 

Palavras-chave: endometrite infecciosa, equinos, resistência antimicrobiana, 

subfertilidade 
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ABSTRACT 

 

Endometritis is considered the leading cause of subfertility in mares, being 

infectious or non-infectious. The diagnosis of endometritis is done using different 

techniques to identify the presence of neutrophils and microorganisms on infectious 

cases. Treatment is based on a multimodal approach that commonly associates uterine 

lavage, ecbolic agents, anti-inflammatories and antibiotics. However, within high levels 

of antimicrobial resistance, new non-traditional therapies are necessary, once, 

indiscriminate use of antimicrobials in the field promotes multidrug-resistant 

microorganisms’ development. Thus, at the Chapter 1, it was performed a literature 

review, emphasizing the endometritis, classifications, diagnosis, treatments and 

alternative therapies that have been used to avoid antimicrobial resistance development. 

Besides that, on Chapter 2, there is an article where it was assessed the antimicrobial 

activity of alternative therapies against microorganisms that causes endometritis in mares. 

This study aimed to assess the in vitro antimicrobial effect of alternative therapies (NTT) 

that are commonly used to treat infectious endometritis. The experiment was subdivided 

in non-biological therapies as: Dimethylsulfoxide (DMSO), Hydrogen Peroxide (H2O2), 

ozonated ringer (O3, 60µg/ml of ozone for 10 minutes), Povidone-iodine 4% (Iodine); 

and biological therpaies: platelet-rich (PRP, 1056±198 x103platelets/µl) and platelet-poor 

plasma (PPP, 37±14 x103platelets/µl). The microorganisms that were tested were: 

Escherichia coli (E.coli), Pseudomonas aeruginosa (Pseudo), Klebsiella pneumoniae 

(Kleb), Staphylococcus aureus (Staph), and Candida albicans (Candida). Of non-

biological alternative therapies, H2O2 presented the best in vitro inhibitory effects, and of 

biological alternative therapies, PRP was more effective when compared with PPP. Thus, 

H2O2 and PRP presented good in vitro effects to inhibit microorganisms causing 

endometritis in mares, however, in vivo studies are necessary to evaluate the clinical effect 

of each therapy.  

Key-words: antimicrobial resistance, equine, infectious endometritis, subfertility 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

A inflamação uterina é um processo fisiológico que ocorre após a inseminação 

artificial (IA) ou monta natural, para limpar o excesso de sêmen e microrganismos no 

lúmen uterino (TROEDSSON; LIU; CRABO, 1998).  Entretanto, caso essa inflamação 

persista em 24 horas após cobertura/IA, esse processo é considerado patológico e essa 

égua denominada como susceptível à endometrite persistente pós-cobertura (EPPC) 

(TROEDSSON et al., 2001a). A EPPC é a maior causa de subfertilidade em éguas, e é a 

terceira doença mais frequente em equinos (TRAUB-DARGATZ; SALMAN; VOSS, 

1991). Estima-se que aproximadamente 15-25% das éguas em programas reprodutivos 

são consideradas susceptíveis à endometrite. Acredita-se ainda que esse número é ainda 

maior em éguas doadoras de embriões, particularmente aquelas que se mantém por vários 

anos em programas de transferência de embriões (TE) (CANISSO; SEGABINAZZI; 

FEDORKA, 2020b).  

A endometrite infecciosa é principalmente causada por bactérias, contudo, 

alguns fungos também estão relacionados ao estabelecimento de patologia (CANISSO; 

STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016a; TROEDSSON, 1999). Dentre os 

principais agentes patogênicos encontram-se Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa; Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus 

aureus, Candida sp. e Aspergillus sp. (CANISSO; SEGABINAZZI; FEDORKA, 2020c; 

CANISSO; STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016c)  

A conduta terapêutica em éguas com endometrite varia conforme a etiologia e 

comumente engloba a associação entre lavados uterinos para remoção do fluído 

inflamatório, e a aplicação local de agentes antimicrobianos nos casos de endometrites 

infecciosas. Além disso, agentes ecbólicos e anti-inflamatórios são comumente 

empregados (CANISSO; SEGABINAZZI; FEDORKA, 2020). Entretanto, com o 

constante aumento da resistência aos agentes antimicrobianos, busca-se cada vez mais 

pelo emprego de terapias alternativas que possam racionalizar, bem como substituir o uso 

de antibióticos.  

As lavagens uterinas são parte da abordagem terapêutica que vêm sendo 

abordadas para tratar endometrite. Sendo capazes de remover os debris inflamatórios e 

minimizar a carga de microrganismos, podendo ser associadas a outros agentes 

sanitizantes tais como iodopovidona (Iodine), peróxido de hidrogênio (H2O2), 
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dimetilsulfóxido (DMSO) e ácido acético, conforme a etiologia da endometrite 

(CANISSO; SEGABINAZZI; FEDORKA, 2020b; FERRIS et al., 2016; SCOGGIN, 

2016b).   

O uso indiscriminado de antibióticos em animais tem se mostrado como um dos 

responsáveis pelo aumento da resistência antimicrobiana, e infelizmente o 

desenvolvimento da transmissão de bactérias portadoras de resistência aos antibióticos 

comumente utilizados na rotina clínica. Assim, diversas terapias não tradicionais vêm 

sendo empregadas na rotina clínica a fim de minimizar os mecanismos de resistência. 

Contudo, os estudos comprovando a eficácia biológica destas substâncias contra os 

microrganismos causadores de endometrite ainda é limitado, fazendo-se necessária a 

investigação do real efeito contra os patógenos.  

O presente capítulo tem como objetivo apresentar os principais aspectos da 

endometrite, ressaltando a endometrite infecciosa e o desenvolvimento das terapias não 

convencionais que podem ser utilizadas para minimizar o estabelecimento de resistência 

contra agentes antimicrobianos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 ENDOMETRITE 

 

A endometrite é a principal causa de subfertilidade em éguas, podendo ser de 

origem infecciosa ou não infecciosa. A endometrite não-infecciosa é principalmente 

atribuída à deposição de sêmen no trato reprodutivo (CANISSO; STEWART; 

COUTINHO DA SILVA, 2016a). Já, a endometrite infecciosa é principalmente causada 

por bactérias e por fungos (CANISSO; SEGABINAZZI; FEDORKA, 2020b; CANISSO; 

STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016c). Comumente na prática clínica observa-se 

a associação de ambas as formas de endometrite (FERRIS, 2016a; KITAYA et al., 2018).  

O estabelecimento da endometrite varia conforme a suscetibilidade ou 

resistência das fêmeas ao processo inflamatório, sendo estas, classificadas em éguas 

resistentes ou susceptíveis (PYCOCK et al., 1997). Tal susceptibilidade é estabelecida de 

forma prática pela observação de >2mm de fluído intrauterino na imagem 

ultrassonográfica de fêmeas em estro, sendo as falhas na limpeza uterina consequências 

de ambas as formas de endometrite (BRINSKO et al., 2003; WOODWARD; 

TROEDSSON, 2014). 

Éguas apresentando defeitos anatômicos (conformação vulvar pobre, esfíncter 

vestíbulo-vaginal rompido, útero penduloso, contratilidade uterina prejudicada e 

incompetência cervical) são mais propensas a aspirar ar ou acumular líquido na vagina e 

útero, o que torna a égua simultaneamente propensa à entrada de patógenos e 

estabelecimento de inflamações endometriais (CANISSO; SEGABINAZZI; FEDORKA, 

2020b; TROTTER; MCKINNON, 1988). Assim, éguas que apresentem uma resposta 

imunológica competente e anatomia funcional do trato reprodutivo são capazes de 

eliminar infecções espontaneamente em 24 a 48 horas (éguas resistentes à endometrite), 

enquanto éguas com resposta imunológica deficiente são incapazes de combater o 

estabelecimento da endometrite (éguas susceptíveis) (CHRISTOFFERSEN et al., 2012a; 

FUMUSO et al., 2003).  

2.1.1 Endometrite infecciosa 

 

A inflamação endometrial infecciosa se dá em consequência à entrada de 

patógenos no trato reprodutivo da égua. Tal condição pode se apresentar de forma aguda, 
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crônica, clínica ou subclínica, abrangendo diferentes quadros de subfertilidade em fêmeas 

equinas. Tendo grande impacto na indústria reprodutiva, a endometrite infecciosa é 

causada principalmente por bactérias, mas cerca de 10% tem etiologia fúngica. Além 

disso, infecções mistas, contemplando a presença de mais que um microrganismo, podem 

ser observadas.  (CANISSO; SEGABINAZZI; FEDORKA, 2020a; RASMUSSEN et al., 

2015; RAVAIOLI et al., 2022).  

A entrada dos microrganismos se dá principalmente através do contato do sêmen 

com o útero, seja ele através de IA ou ainda, monta natural. Além disso, animais que 

apresentem defeitos anatômicos, sejam eles cervicais, uterinos ou ainda, vulvares, podem 

apresentar uma predisposição à entrada de ar no trato reprodutivo, facilitando a inserção 

de microrganismos oportunistas. Tais patógenos geram desafios no ambiente uterino de 

éguas susceptíveis à endometrite, as quais apresentam dificuldades para contornar a 

condição infecciosa e acabam apresentando uma redução nas taxas de fertilidade em 

decorrência da instituição de um ambiente hostil, incompatível com a sobrevivência de 

um embrião (CARNEVALE et al., 2000; RASMUSSEN et al., 2015; TROEDSSON et 

al., 2001). 

 

2.1.2 Endometrite não-infecciosa 

 

A endometrite não infecciosa é causada principalmente pela deposição de sêmen 

no trato reprodutor das éguas. Tal condição é conhecida como endometrite pós-cobertura 

e é considerada um mecanismo de defesa fisiológico quando observada por até 24 horas 

após a cobertura, tendo como objetivo promover a limpeza do ambiente uterino 

(KATILA; FERREIRA-DIAS, 2022). Contudo, tal processo pode ocorrer de forma 

prolongada em éguas incapazes de realizar a remoção dos neutrófilos do ambiente 

uterino, sendo conhecido como endometrite persistente/prolongada pós-cobertura, a qual, 

se não tratada de forma apropriada pode se tornar um processo infeccioso (CANISSO; 

STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016; KATILA; FERREIRA-DIAS, 2022). 

O sistema imune das fêmeas é formado pela resposta inata e adaptativa. A 

resposta adaptativa é específica e adquirida com o contato sucessivo à um agente 

(SAKAGUCHI, 2000). Já a resposta inata é inespecífica, e produz resposta rápida contra 

antígenos (FEDORKA, 2017). Éguas susceptíveis à endometrite apresentam alterações 

na capacidade de controlar tal mecanismo, apresentando um processo inflamatório 

prolongado (KATILA; FERREIRA-DIAS, 2022). Nestes casos, o contato prolongado do 
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conteúdo inflamatório com o lúmen uterino faz com que ocorram alterações na mucosa 

uterina, modificando a capacidade de limpeza pelas células mucociliares e 

consequentemente possibilitando a aderência de microrganismos (MORRELL; ROCHA, 

2022). 

O início da cascata inflamatória se dá pelo reconhecimento de antígenos, assim, 

estimula a produção de citocinas pró-inflamatórias levando à uma vasodilatação, 

migração de neutrófilos e destruição do tecido local. Contudo, ao mesmo tempo, citocinas 

anti-inflamatórias reduzem a ação das pró-inflamatórias na tentativa de minimizar os 

danos teciduais e contornar a inflamação (TROEDSSON et al., 2001). Éguas susceptíveis 

à endometrite apresentam uma alteração na secreção de citocinas anti-inflamatórias, 

postergando a reversão do quadro e consequentemente prolongando o processo 

inflamatório (CANISSO; SEGABINAZZI; FEDORKA, 2020b; CHRISTOFFERSEN; 

TROEDSSON, 2017; TROEDSSON; WOODWARD, 2016). 

 

2.1.3 Endometrite crônica 

 

 A endometrite crônica é um processo multifatorial, o qual está relacionado à 

problemas na conformação cervical, vulvar e idade (MORRELL; ROCHA, 2022). Além 

disso, o estabelecimento da endometrite crônica se dá em consequência das falhas na 

realização de um tratamento correto nos casos agudos (BUCZKOWSKA et al., 2015a). 

Éguas idosas multíparas foram descritas por apresentarem alterações endometriais como 

degeneração vascular e alterações de contratilidade, tais alterações são relacionadas à 

subfertilidade e infertilidade nestes animais (ESTELLER-VICO; LIU; COUTO, 2012). 

Assim, éguas que apresentam um processo inflamatório crônico, em consequência, 

mostram destruição da conformação glandular pela deposição de fibroblastos e 

degeneração endometrial (HOFFMANN et al., 2009).  

 

2.2 DIAGNÓSTICO 

 

O diagnóstico de endometrite se dá pela associação do histórico, exame clínico 

e a coleta de amostras uterinas (FERRIS, 2016a). Éguas com relatos recorrentes de fluído 

intrauterino, presença de descargas vaginais, perdas embrionárias, dificuldade em 

emprenhar são geralmente consideradas susceptíveis à endometrite (CANISSO; 

SEGABINAZZI; FEDORKA, 2020).  A avaliação do trato reprodutivo é essencial para 

identificar qualquer alteração, sendo observada a conformação perineal, presença de 
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secreções e alterações anatômicas (CANISSO; SEGABINAZZI; FEDORKA, 2020; 

WOODWARD et al., 2014). 

A coleta de material uterino é a principal forma para o estabelecimento do 

diagnóstico de endometrite, diferenciando-se em infecciosa e não infecciosa. Existem 

diferentes técnicas para obtenção das amostras, desde pela utilização de swab, escova 

citológica, realização de biópsias ou lavado de baixo volume (CANISSO; 

SEGABINAZZI; FEDORKA, 2020). A realização de lavados de baixo volume, em 

comparação à coletas utilizando swab ou escova citológica, aumenta a acurácia dos 

resultados obtidos, uma vez que, as demais técnicas possibilitam a coleta de material 

oriundo apenas de uma porção específica do corpo uterino, enquanto o lavado perfunde 

em toda superfície endometrial, recuperando-se amostras de todas as porções do útero 

(FERRIS, 2016). 

A citologia endometrial realizada com swab, escova citológica, ou lavado de 

baixo volume, possibilita a avaliação da composição celular endometrial, enquanto a 

cultura microbiológica possibilita a identificação de agentes patológicos. A associação de 

ambas técnicas diagnósticas é considerada recomendada para o diagnóstico da 

endometrite, uma vez que, quando utilizadas de formas separadas, ambas apresentam 

diversos resultados falso-negativos (OVERBECK; WITTE; HEUWIESER, 2011).  

A interpretação dos resultados da citologia consiste na contabilização de 

neutrófilos (PMN) presentes na lâmina, considerando-se >2% de PMN presença de 

endometrite (OVERBECK; WITTE; HEUWIESER, 2011). Já, na realização de cultura 

microbiológica, na rotina a campo, a identificação dos microrganismos pode ser realizada 

através da realização de análise morfológica e coloração de Gram, e ainda, utilização de 

ágar cromogênico (DIVINE; MCCUE, 2021; FERRIS, 2016). Contudo, existem relatos 

de animais subférteis que apresentam o patógeno de forma “dormente” no ambiente 

uterino, prejudicando o estabelecimento de um diagnóstico adequado e dificultando o 

tratamento correto (NOCERA et al., 2021; PETERSEN et al., 2015). Assim, nos casos 

em que não seja identificado nenhum microrganismo nas amostras coletadas, e a suspeita 

de endometrite infecciosa persista, pode-se realizar a “ativação” de tais patógenos, 

facilitando sua identificação através da utilização de bActivate®, um produto comercial, 

descrito por ser um meio de crescimento bacteriano capaz de ativar microrganismos 

fastidiosos como o Streptococcus zooepidemicus  (PETERSEN et al., 2015). 

A biópsia e análise histopatológica é considerada como o padrão ouro de 

diagnóstico de endometrite, possibilitando avaliar tanto as características celulares 
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endometriais, presença de microrganismos, observação de muco característico como 

biofilme, deposição de fibrose e características e distribuição glandular. Além disso, a 

cultura microbiológica, quando realizada utilizando a biópsia tecidual, aumenta a acurácia 

dos resultados, facilitando a identificação de infecções profundas e dormentes 

(CANISSO; SEGABINAZZI; FEDORKA, 2020; MØLLER NIELSEN et al., 2012).  

Após a identificação dos microrganismos é essencial realizar-se o teste de 

sensibilidade antimicrobiana evitando-se assim a resistência antimicrobiana (BIEMER, 

1973). Todas as técnicas de diagnóstico e escolha de antimicrobianos, para que sejam 

validadas, devem ser baseadas no “Clinical and Laboratory Standards Institute – CLSI” 

(NCCLS, 2019).  

Existem diferentes técnicas para avaliação da susceptibilidade dos 

microrganismos aos agentes antimicrobianos, dentre as principais técnicas utilizadas 

encontram-se a técnica de disco-difusão, também conhecida como Kirby-Bauer 

(BIEMER, 1973). Tal técnica consiste na inoculação do microrganismo numa placa de 

Petri, e após, a adição de discos contendo os agentes antimicrobianos a serem testados. A 

interpretação consiste na mensuração do halo formado por cada antimicrobiano, 

classificando o microrganismo em susceptível, intermediário e resistente (QUINN et al., 

2007).  

Os efeito dos antimicrobianos também pode ser avaliado através da 

determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida 

mínima (CBM), tendo como objetivo estabelecer a maior diluição capaz de inibir e causar 

morte celular dos patógenos. Tal avaliação é realizada através de técnicas de diluição em 

caldo, podendo ser utilizadas tanto macrodiluições quanto microdiluições (NCCLS, 

2019). A determinação da CIM é realizada comumente pela determinação da turbidez do 

caldo, podendo ser realizada tanto de forma visual quanto através da mensuração de 

densidade óptica. Além disso, testes de viabilidade com a utilização de corantes como a 

resazurina sódica auxiliam na observação da atividade celular(LISBOA et al., 2022). A 

resazurina é um corante azul que, na presença de atividade celular, é oxidado e 

transformado em resorufina, de coloração rosa, sendo capaz de identificar a atividade dos 

microrganismos (MANN; MARKHAM, 1998). A CMB é determinada após a realização 

da CIM, reinoculando-se os caldos capazes de gerar um valor de CIM, e de concentrações 

superiores e quantificando-se o número de colônias (NCCLS, 2019; QUINN et al., 2007).  
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2.3 TRATAMENTO 

 

O tratamento de endometrite se dá através de uma abordagem multimodal, 

unindo-se diferentes técnicas a fim de reverter o processo inflamatório nos diferentes 

casos. A associação de lavados uterinos, agentes ecbólicos, anti-inflamatórios, 

mucolíticos, imunomoduladores e antimicrobianos pode ser realizada. Além disso, a 

correção de alterações anatômicas que predispõe tal processo inflamatório deve estar 

associado (MORRELL; ROCHA, 2022). Ressaltando-se a importância da avaliação 

individual para estabelecimento do tratamento correto. O tratamento de endometrite deve 

ser realizado durante o estro, quando a cérvix se encontra aberta, possibilitando a 

drenagem do conteúdo administrado, e ainda, aumentando a resposta inflamatória celular 

(SCOGGIN, 2016). 

Com o aumento da resistência aos agentes antimicrobianos, busca-se cada vez 

mais a inclusão de terapias alternativas que possam substituir os fármacos convencionais. 

Entretanto, ressalta-se a importância do estabelecimento correto dos produtos, evitando 

efeitos indesejados na mucosa dos animais, ou ainda, agravamento do quadro clínico.  

 

2.3.1 Lavagens uterinas 

 

As lavagens uterinas são conhecidas como importantes adjuvantes no tratamento 

da endometrite, sendo consideradas a melhor forma de limpeza mecânica do útero (LU; 

VON DOLLEN, 2021). Através delas, é possível a remoção de exsudato, minimizando a 

população de microrganismos e fluídos inflamatórios, melhorando assim o ambiente 

uterino (BRINSKO et al., 1989; BRINKSO, 2001; SCOGGIN, 2016). Dentre as 

principais soluções utilizadas para a realização das lavagens uterinas encontram-se as 

soluções cristalóides como a Solução de Ringer Lactato (LRS) e a Solução de Cloreto de 

Sódio 0,9% (NaCl 0,9%) (CANISSO; SEGABINAZZI; FEDORKA, 2020).  

A remoção de debris celulares presentes no lúmen uterino potencializa a 

absorção fármacos antimicrobianos, uma vez que, aumenta a superfície de absorção das 

drogas, e consequentemente, minimiza o desenvolvimento de resistência antimicrobiana 

(FERRIS, 2017). Assim, tais procedimentos são recomendados como aliados no 

tratamento da endometrite, podendo-se ainda realizar-se associações com agentes 

sanitizantes como iodopovidona e peróxido de hidrogênio (CANISSO, SEGABINAZZI, 

FEDORKA, 2020; SCOGGIN, 2016). Nos casos de éguas susceptíveis à endometrite, as 
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lavagens uterinas utilizando LRS ou NaCL 0,9% podem ser realizadas 4 a 6 horas após a 

IA ou cobertura, removendo o excesso de espermatozoides, fluído inflamatório e 

microrganismos presentes no sêmen e assim prevenindo o prolongamento do processo 

inflamatório (CANISSO; SEGABINAZZI; FEDORKA, 2020b; LU; VON DOLLEN, 

2021). 

 

2.3.2 Anti-inflamatórios 

 

Os anti-inflamatórios, sejam esteroidais ou não-esteroidais podem ser utilizados 

para auxiliar no tratamento da endometrite a fim de reduzir a resposta inflamatória. 

Glicocorticoides parecem modular a resposta imune inata em éguas susceptíveis à 

endometrite, e aumentar os índices de fertilidade (CHRISTOFFERSEN et al., 2012b). 

Contudo, sua utilização em equinos deve ser realizada com cautela, uma vez que, sugere-

se que em animais que apresentem fatores de predisponentes associados, a utilização de 

glicocorticoides pode promover o desenvolvimento de laminite (POTTER; STEVENS; 

MENZIES-GOW, 2019).  

Os anti-inflamatórios não-esteroidais, por outro lado, também podem ser 

utilizados para o tratamento de endometrite, contudo, sabe-se que a utilização de flunixin-

meglumine, inibidor de COX-1, pré-ovulação pode causar falhas ovulatórias e gerar 

folículos luteinizados que não rompem (POTTER; STEVENS; MENZIES-GOW, 2019). 

Já, a utilização de firocoxib, um anti-inflamatório não-esteroidal inibidor de COX-2, é 

capaz de modular a resposta inflamatória após a cobertura, sem que ocorram o 

desenvolvimento de falhas ovulatórias ou diminuição da recuperação embrionária 

(FRISO et al., 2019). 

 

2.3.3 Agentes ecbólicos 

 

 As ocitocinas e as prostaglandinas são os principais fármacos com ação ecbólica 

utilizados em éguas, sendo capazes de auxiliar na eliminação do acúmulo de fluído 

uterino através da cérvix e drenagem linfática (CANISSO; STEWART; COUTINHO DA 

SILVA, 2016). Tais fármacos são importantes aliados no tratamento multimodal da 

endometrite, uma vez que, éguas susceptíveis apresentam falhas na limpeza uterina em 

decorrência do excesso de óxido nítrico, radical livre de ação miorrelaxante que retardam 

a contratilidade uterina (WOLF et al., 2016). A ocitocina é capaz de promover uma 

resposta contrátil de até 45 minutos, enquanto as prostaglandinas apresentam uma 
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resposta contrátil de até duas horas (TROEDSSON et al., 1995). Em éguas com útero 

penduloso, a promoção de uma resposta contrátil mais longa parece ser melhor quando 

comparada a um tempo curto (CANISSO; STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016). 

Contudo, a aplicação de prostaglandinas periovulatória pode ocasionar a luteólise parcial 

do corpo lúteo e diminuição das taxas gestacionais (TROEDSSON et al., 2001c).  

 

2.3.4 Antimicrobianos  

 

Os antimicrobianos são substâncias essenciais para manutenção da saúde dos 

seres vivos, sendo primordiais no tratamento de doenças infecciosas, reduzindo os níveis 

de mortalidade e morbidade (AMINOV,2017). Os antibióticos são considerados 

substâncias naturais produzidas por microrganismos, ou por outra origem biológica que 

em baixas concentrações são capazes de inibir o crescimento ou matar microrganismos 

(ETEBU; ARIKEKPAR, 2016).   

A escolha do fármaco a ser utilizado no trato reprodutor das éguas deve ser 

baseada principalmente nos testes de susceptibilidade coletados de cada indivíduo 

(FERRIS, 2017). Podendo ser associados a lavagens uterinas, a fim de melhorar o contato 

dos antimicrobianos com a mucosa uterina, muitas vezes prejudicada pela presença de 

exsudato purulento produzido durante o processo de endometrite infecciosa (FERRIS, 

2017; LEBLANC; CAUSEY, 2009).   

A utilização de agentes antimicrobianos para o tratamento de endometrite em 

éguas pode ser realizada tanto de forma intrauterina, quanto de forma sistêmica 

(CANISSO; SEGABINAZZI; FEDORKA, 2020). A administração intrauterina minimiza 

o efeito dos agentes farmacológicos alterando a flora de outros sistemas, além de 

aumentar a concentração farmacológica no endométrio, diminuindo a dose administrada, 

quando comparada à administração sistêmica (LEBLANC, 2009). Os antimicrobianos 

quando administrados de forma sistêmica, por tempo prolongado, podem gerar efeitos 

indesejados nos equinos como colite e diarreia (CANISSO; SEGABINAZZI; 

FEDORKA, 2020). Já a administração local pode gerar irritações, absorção tecidual 

ineficiente e ainda, ocasionar resistência antimicrobiana (HARDEFELDT; BAILEY; 

SLATER, 2021).  

Os antibacterianos são a classe farmacológica mais utilizada na medicina 

veterinária, sendo divididos em diferentes grupos como: betalactâmicos, quinolonas, 

aminogicosídeos, sulfonamidas, glicopeptideos, tetraciclinas, macrolídeos, entre outros 
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(ETEBU; ARIKEKPAR, 2016). A utilização correta de antimicrobianos envolve 

diferentes fatores como: a necessidade real da administração destes fármacos para o 

tratamento das patologias; utilização dos fármacos corretos para cada microrganismo, 

minimizando os tratamentos empíricos; o estabelecimento de uma dose necessária para 

atingir as concentrações terapêuticas em cada região; momento de administração dos 

fármacos para cada situação; via de administração para que se obtenham os melhores 

resultados, e, duração do tratamento a ser estabelecido em cada paciente 

(HARDEFELDT; BAILEY; SLATER, 2021). 

Mesmo quando aplicado pela via intrauterina, ainda existem casos que, aplicação 

sistêmica se torna necessária. Dentre os principais fármacos utilizados encontram-se: 

amicacina, penicilina, ceftiofur, gentamicina e ampicilina (LEBLANC, 2009). Contudo, 

em casos em casos onde observa-se a formação de biofilme, a utilização estrita de 

antibióticos muitas vezes não é suficiente, fazendo-se necessária a associação de 

tratamentos quelantes de biofilme (TROEDSSON; NIELSEN, 2018).  Já, o tratamento de 

endometrite fúngica não está totalmente elucidado, contudo, é composto por diferentes 

abordagens as quais iniciam pela correção dos defeitos anatômicos que predispõe ao 

estabelecimento da endometrite (CANISSO; SEGABINAZZI; FEDORKA, 2020). Além 

disso, lavagens uterinas e a administração sistêmica e intrauterina de agentes antifúngicos 

podem ser realizadas para contornar o quadro infeccioso (SCOTT, 2020).  

As falhas às respostas a terapias antimicrobianas estão principalmente 

relacionadas à cronicidade das infecções, às populações mistas dos microrganismos e a 

características relacionadas a distribuição da infecção no ambiente uterino (MORRELL; 

ROCHA, 2022). Diversos estudos realizados analisando a susceptibilidade de agentes 

causadores de endometrite, em éguas e jumentas demonstraram resistência à 

antimicrobianos comumente utilizados na rotina clínica (BENKO et al., 2015; DÍAZ‐

BERTRANA et al., 2021; ZHAO et al., 2022). Tal resistência é agravada em 

microrganismos capazes de formar biofilme, uma vez que, apenas os microrganismos 

localizados externamente à matriz polimérica entram em contato com os fármacos 

(MORRELL; ROCHA, 2022). Assim, busca-se cada vez mais a inclusão de terapias 

alternativas que possam substituir os fármacos convencionais. Estas terapias podem servir 

como auxiliares no tratamento de doenças infecciosas e ainda, em alguns casos, 

possibilitam a redução do biofilme produzido por alguns microrganismos (REX et al., 

2019).  
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2.3.4.1 Iodo-povidona 

  

 A iodo-povidona é utilizada como agente antisséptico há mais de 150 anos na 

medicina humana. Conhecido pelo seu alto potencial oxidativo, sabe-se que é capaz de 

reagir com aminoácidos e ácidos graxos insaturados promovendo a destruição celular e 

enzimática (FLEISCHER; REIMER, 1997). Por sua capacidade antisséptica, lavagens 

utilizando iodo-povidona 1% foram descritas por serem a melhor forma de prevenção de 

endometrite pós-parto em mulheres(ROECKNER et al., 2019). Além disso, em éguas, 

sua utilização é recomendada para o tratamento de endometrite fúngica e bacteriana 

(FERRIS, 2017; LU; VON DOLLEN, 2021).  

 

2.3.4.2 Peróxido de hidrogênio 

 

O peróxido de hidrogênio é capaz de inibir processos enzimáticos através das 

suas propriedades oxidativas, sendo as infusões uterinas utilizando-se soluções de 3% 

recomendadas nos casos de endometrite infecciosa (MORRIS; MCCUE; AURICH, 2020; 

FERRIS, 2017; MCCUE; FERRIS, 2016). Entretanto, em bactérias que utilizam a enzima 

catalase para quebrar a molécula de peróxido de hidrogênio e assim reduzir sua 

citotoxicidade, a solução não é capaz de apresentar efeito antibacteriano em baixas 

concentrações (SERRA-MAIA et al., 2018).   

 

2.3.4.3 Dimetilsulfóxido 

 

O dimetilsulfóxido (DMSO) é um composto utilizado como solvente em 

laboratórios e na indústria. Entretanto, foi descoberto na medicina por suas propriedades 

anti-inflamatórias, antimicrobianas, mucolíticas e redutoras de biofilme (MCCUE; 

FERRIS, 2016). Em soluções de 2,5 a 30%, o DMSO foi capaz de inibir o crescimento 

de bactérias como Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. e Escherichia coli, sendo 

estas as principais causas de endometrite em fêmeas equinas(MORRIS; MCCUE; 

AURICH, 2020). Para o tratamento de endometrite infecciosa, recomenda-se a utilização 

e DMSO 5-20% para realização de lavados uterinos, ressaltando-se sua capacidade de 

agir contra a formação de biofilme e seu potencial antimicrobiano (FERRIS et al., 2016; 

LONCAR et al., 2017; MCCUE; FERRIS, 2016).  

O mecanismo de ação do dimetilsulfóxido é atribuído à sua capacidade em 

remover radicais livres, reduzir a inflamação endometrial e consequentemente, reduzir a 
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perfusão de células inflamatórias no ambiente uterino. Contudo, altas concentrações de 

DMSO podem causar ulcerações teciduais, devendo-se utiliza-lo com cautela 

(CANISSO; COUTINHO DA SILVA, 2007).  

 

2.3.4.4 N-acetilcisteína  

 

A N-acetilcisteína é um agente mucolítico com propriedades antioxidantes, 

capaz de atuar frente a processos inflamatórios crônicos contendo propriedades 

antimicrobianas (KATILA, 2016; PYÖRÄLÄ; TAPONEN; KATILA, 2014). Quando 

aplicada de forma intrauterina em soluções 3,3% atua como agente bactericida frente à 

cepas de E.coli, sendo uma alternativa à ser associada ao tratamento de endometrite 

bacteriana, ressaltando ainda, sua atividade anti-inflamatória e imunomodulatória 

(FERRIS, 2017). A administração oral de N-acetilcisteína é incapaz de gerar as 

concentrações necessárias uterinas para promoção dos efeitos anti-inflamatórios, 

mucolíticos e antibacterianos, sendo assim, a administração do fármaco intrauterino a 

mais recomendada nos casos de alterações reprodutivas (KATILA, 2016) 

 

2.3.4.5 Tris-EDTA 

 

O tris-EDTA é considerado um quelante de metais pesados utilizado para 

potencialização da absorção de agentes antimicrobianos na mucosa uterina. Isso ocorre 

pela sua capacidade de quebrar o biofilme produzido por algumas bactérias (KATILA, 

2016; MCCUE; FERRIS, 2016). O potencial antimicrobiano se dá pela sua capacidade 

em alterar a composição da membrana de lipopolissacarídeos presente nas bactérias 

gram-negativas, aumentando a permeabilidade dos fármacos (FINNEGAN; PERCIVAL, 

2015). A associação de tris-EDTA a antimicrobianos como oxitetraciclina, penicilina, 

amicacina, miconazol e itraconazol é sinérgica, sendo uma boa opção nos casos de 

endometrite crônica, em que se espera uma resistência maior dos agentes patogênicos à 

absorção dos fármacos utilizados devido a presença de biofilme (LEBLANC, 2009). 

A utilização de infusões uterinas de tris-EDTA no endométrio de éguas é um 

procedimento considerado seguro, sendo incapaz de geral alterações estruturais no 

endométrio, ou ainda, aumentar os processos inflamatórios (YOUNGQUIST et al., 1984). 

Assim, é considerado um grande aliado no tratamento de endometrite infecciosa, 

principalmente em casos de infecções por microrganismos resistentes e formadores de 

biofilme como a Pseudomonas aeruginosa (BUCZKOWSKA et al., 2015a). Contudo, 
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aparentemente a aplicação única de tris-EDTA por 6 horas é incapaz de quebrar o 

biofilme pré-formado, mas é capaz de gerar morte celular em bactérias planctônicas 

(FERRIS et al., 2016). Assim, possivelmente para que ocorra a quebra do biofilme pré-

formado seja necessário um maior tempo de exposição ao fármaco. 

 

2.3.4.6 Ozonioterapia 

 

O ozônio é uma molécula tripla de oxigênio, altamente reativa e capaz de realizar 

oxidação celular. Misturas utilizando gás ozônio com oxigênio vem sendo disseminadas 

como promessa com diferentes aplicações na rotina clínica. É utilizado na forma de 

soluções ozonizadas, óleo ozonizado, ou ainda, contato direto do gás através de 

insuflações e bags. A meia vida da molécula de ozônio varia conforme a temperatura do 

ambiente, sendo de 40 minutos quando à 20°C e de 140 minutos quando armazenado à 

0°C (ELVIS; EKTA, 2011). Quando adicionado ao óleo, o ozônio interage com as 

ligações duplas de carbono e promove uma reação oxidativa formando peróxidos com 

ação antimicrobiana, além disso, a aplicação das nanopartículas lipídicas presentes, 

associada às características hidrofóbicas, impedem a permeabilização de soluções 

aquosas, prolongando o efeito antimicrobiano(UGAZIO et al., 2020). 

Sugerido por suas propriedades analgésicas, imunomoduladoras e 

antimicrobianas, vem sendo proposto como alternativa para tratar endometrite (ÁVILA 

et al., 2022; DRAŽEN; LIPAR; SAMARDŽIJA, 2014; REPCIUC; CRECAN; OANA, 

2016). As lavagens uterinas utilizando soluções ozonizadas foram descritas como seguras 

não promovendo alterações no tecido endometrial, ainda que, tenham sido descritas por 

estimular uma leve inflamação quando comparadas ao grupo controle (MAZZUCHINI et 

al., 2022). Contudo, em outras condições experimentais, a mistura de gás 

ozônio/oxigênio, associado às lavagens uterinas utilizando-se solução de ringer lactato, 

reduziram o processo inflamatório e infeccioso endometrial (ÁVILA et al., 2022).  

 

2.3.4.7 Células tronco mesenquimais 

 

As células-tronco mesenquimais (MSC) são consideradas um tratamento em 

potencial para a endometrite em éguas. Capazes de produzir uma resposta 

imunomoduladora, aumentando a expressão de citocinas anti-inflamatórias, além de 

apresentarem propriedades consideradas antimicrobianas (MORRIS; MCCUE; 
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AURICH, 2020). Além disso, estimulam a regeneração tecidual, reduzem a infecção 

associada à inflamação e à fibrose, e através da modulação da resposta imunológica inata, 

recrutam a ação de neutrófilos e monócitos, facilitando assim a fagocitose de bactérias 

(JOHNSON et al., 2017).  

Em éguas resistentes à endometrite, a aplicação de MSC foi capaz de reduzir a 

contagem de neutrófilos e aumentar a produção de citocinas anti-inflamatórias 6 horas 

após IA (FERRIS; FRISBIE; MCCUE, 2014). Já, a aplicação de meio condicionado por 

células tronco em éguas susceptíveis à endometrite, 24 horas antes da IA minimizou o 

acúmulo de fluído intrauterino pós-cobertura, modulando a resposta inflamatória causada 

pelo sêmen e reduzindo a produção de citocinas pró-inflamatórias (TONGU et al., 2021). 

Assim, tanto MSC quanto seus produtos parecem ser eficientes na modulação da resposta 

inflamatória, tornando-se possíveis aliados no tratamento da endometrite em éguas.  

Além do efeito imunomodulador, em um estudo realizado por Herman e 

colaboradores (2017), observou-se que as MSC são capazes de inibir o crescimento de E. 

coli e S. aureus, promovendo alterações de membrana nestas bactérias através de fatores 

que comprometam sua integridade. Tal atividade antimicrobiana é atribuída 

principalmente à liberação de peptídeos antimicrobianos pelas MSC (ALCAYAGA-

MIRANDA; CUENCA; KHOURY, 2017).  

As vesículas extracelulares (EV) produzidas pelas MSC, também parecem ser 

uma alternativa a ser considerada no tratamento de doenças infecciosas, sendo capazes de 

promover um efeito imunomodulatório, secretar peptídeos antimicrobianos e ter menor 

potencial teratogênico (YOU; FU; ZOU, 2021). Em um estudo realizado com ratos, a 

utilização de EV atenuou infecções respiratórias causadas por E.coli. Tal mecanismo foi 

atribuído principalmente à modulação da resposta dos macrófagos, aumentando a 

fagocitose dos microrganismos (VARKOUHI et al., 2019).  

 

2.3.4.8 Plasma rico em plaquetas 

 

Nos últimos 20 anos, o uso do plasma rico em plaquetas (PRP) autólogo ganhou 

grande popularidade em diferentes campos da medicina humana e veterinária. O PRP 

consiste em plasma total, contendo uma grande quantidade plaquetária e diversos fatores 

de crescimento que podem atuar nos tecidos lesionados através de efeitos mitogênicos, 

neovasculares e anti-inflamatórios (EL-SHARKAWY et al., 2007; JANG; KIM; CHA, 

2013; MAZZOCCA et al., 2013). As plaquetas são pequenos fragmentos celulares 
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anucleados responsáveis pela hemostasia em processos fisiológicos. Quando ativadas, 

mudam sua conformação, expondo pseudópodes que às permitem se agregar e liberar 

grânulos contendo fatores de crescimento, estimulando a produção de citocinas e 

imunidade inata (VANNI, 2016). O PRP, é um modulador de resposta inflamatória cada 

vez mais utilizado na medicina equina. Ele atua realizando hemóstase no organismo, 

através da formação de coágulos de fibrina pela ativação e agregação plaquetária e como 

agente imunomodulador (EPPLEY; WOODELL; HIGGINS, 2004). Além disso, o 

plasma contendo diferentes tipos celulares e citocinas inflamatórias, pode participar na 

eliminação de agentes infecciosos (HARVEY, 2012). 

A produção de plasma rico em plaquetas se dá através de diferentes protocolos 

de centrifugação sanguínea, sendo sua ação desencadeada por diferentes fatores de 

crescimento e citocinas, capazes de ser aplicado em diferentes situações na rotina clínica 

dos equinos (KATILA, 2016). É capaz de diminuir a secreção de interleucinas pró-

inflamatórias e óxido nítrico sintase, regulando o desenvolvimento de endometrite em 

éguas (METCALF; SCOGGIN; TROEDSSON, 2012). 

As propriedades regenerativas e de modulação inflamatória do PRP são 

atribuídas principalmente aos fatores de crescimento nele presentes que apresentam efeito 

quimiotáxico com monócitos, neutrófilos, osteoblastos e células tronco mesenquimais, 

auxiliando na síntese de fibroblastos e musculatura lisa e ainda atuando na regeneração 

tecidual, deposição de tecido fibroso e angiogênese. Estudos também mostraram que o 

PRP é capaz de regular a expressão de marcadores inflamatórios endometriais de éguas 

que apresentavam inflamação uterina exacerbada pós-cobertura (METCALF; 

SCOGGIN; TROEDSSON, 2012; REGHINI et al., 2015; SEGABINAZZI et al., 2021). 

A atividade antimicrobiana do PRP tem sido descrita como alternativa no 

tratamento de principalmente infecções orais em humanos. O efeito in vivo e in vitro foi 

relatado contra bactérias como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 

Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (ÁLVAREZ et al., 2011; ANITUA et al., 

2012a; BIELECKI et al., 2007; BURNOUF et al., 2013; CIESLIK-BIELECKA et al., 

2009; MOOJEN et al., 2008; TROWBRIDGE et al., 2005; YUAN; ZHANG; ZENG, 

2008). As quais, também são consideradas importantes causadoras de endometrite em 

éguas (CANISSO; STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016). Em um estudo recente, 

observou-se que a infusão uterina de PRP reduziu o crescimento bacteriano de culturas 

endometriais coletadas de éguas susceptíveis 3 e 9 dias após a IA (SEGABINAZZI et al., 

2021). Além disso, o plasma autólogo foi citado como uma alternativa para o emprego de 
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agentes antimicrobianos convencionais, além de ser capaz de minimizar e modular a 

resposta inflamatória endometrial (A MORRIS; MCCUE; AURICH, 2020; 

SEGABINAZZI et al., 2021).  

O PRP inibe o crescimento bacteriano, entretanto, pouco se sabe sobre como 

ocorre tal controle (MARX, 2004) .  A adição de leucócitos ao plasma rico em plaquetas 

pode aumentar a atividade antimicrobiana do produto, demonstrando-se bactericida 

contra microrganismos causadores de endometrite em éguas, entretanto, a presença de 

leucócitos pode promover uma resposta inflamatória em decorrência das proteases pró-

inflamatórias por elas secretadas (DRAGO et al., 2013; NEVES et al., 2007).  

O gel rico em plaquetas pode ser produzido através da adição de trombina e 

cloreto de cálcio ao PRP. Tal produto apresentou atividade antimicrobiana contra 

Staphylococcus aureus e Escherichia coli quando utilizado in vitro, através do método de 

disco-difusão em ágar(CIESLIK-BIELECKA et al., 2007). A utilização de plasma rico 

em fatores de crescimento, ou seja, PRP ativado, demonstrou uma redução bacteriana 

frente a cepas de Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, contudo, esta 

redução ocorreu apenas durante 4 horas de inoculação, sem morte total dos 

microrganismos durante este período. Assim, após o tempo de efeito da solução, 

observou-se um novo crescimento bacteriano (ANITUA et al., 2012). 

A trombina e o PPP (plasma pobre em plaquetas) não foram correlacionados a 

qualquer ação antimicrobiana, entretanto, a trombina parece estar relacionada às 

propriedades antibacterianas do PRP. Isso porque a adição de trombina e consequente 

ativação plaquetária, aumenta a liberação de substâncias com propriedade antimicrobiana 

como os grânulos-alfa presentes nas plaquetas (LI; LI, 2013). 

 

2.3.4.9 Querosene 

 

A querosene é um agente irritante que vem sendo utilizado a fim de tratar éguas 

com histórico de acúmulo de fluído intrauterino crônico. Com capacidade altamente 

inflamatória, ao entrar em contato com o endométrio, estimula o processo inflamatório 

inicial, mas, após 21 dias da aplicação, aumenta a atividade glandular e as taxas 

gestacionais em éguas subferteis (PERKINS, 1999). Além disso, a infusão de querosene 

é indicada em éguas com infecções crônicas, com suspeita de biofilme, sendo capaz de 

reduzir o muco e fluído intrauterino através da promoção de necrose epitelial do 

endométrio. Tal processo estimula a retirada do muco e biofilme, promovendo uma rápida 
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recuperação endometrial e consequentemente as taxas de prenhez (BUCZKOWSKA et 

al., 2015).  

 

2.3.4.10 Coca-cola® 

 

A Coca-cola® vem sendo utilizada à campo na justificativa de promover a 

remoção de conteúdos celulares presentes no útero de éguas consideradas subférteis e ter 

papel na redução do processo infeccioso.  Seu mecanismo de ação é atribuído à 

hiperosmolaridade e baixo pH do produto, que supostamente são capazes de romper a 

parede celular bacteriana e diminuir as infecções. A utilização de Coca-cola® já foi 

descrita na literatura por auxiliar no tratamento de patologias gástricas em crianças, 

servindo como antiemético e reduzindo a carga microbiana  (MUNTEANU, 2020). 

Contudo, até o presente momento, não existem estudos avaliando o real efeito 

antimicrobiano do refrigerante de cola contra os microrganismos, ou ainda, para tratar 

endometrite infecciosa.   



20 
 

3 HIPÓTESES  

 

1- Terapias alternativas como o dimetilsulfóxido, iodopovidona, água oxigenada, ringer 

ozonizado apresentam efeito antimicrobiano contra microrganismos causadores de 

endometrite em éguas; 

2- O plasma rico em plaquetas pode atuar como agente antimicrobiano, sendo capaz de 

inibir o crescimento de microrganismos causadores de endometrite em éguas, sendo a 

concentração plaquetária correlacionada ao efeito antimicrobiano do PRP. 

 

4 OBJETIVOS 

 

1- Avaliar o efeito das terapias alternativas in vitro frente a microrganismos isolados de 

éguas apresentando endometrite infecciosa;  

2 - Determinar a concentração mínima de cada terapia capaz de inibir o crescimento 

bacteriano (MIC) e o percentual de inibição de cada produto contra tais microrganismos. 
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In vitro Antimicrobial Activity of Novel Non-Traditional Ther- 2 

apies for Infectious Endometritis in Mares 3 
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Abstract: Endometritis is the leading cause of subfertility in horses and one of the major causes of 11 

indiscriminate use of antimicrobials in veterinary medicine. Because of this, alternative therapies to 12 

treat endometritis are essential to limit the usage of antibiotics and prevent the increase in antimi- 13 

crobial resistance. This study aimed to assess the in vitro activity of non-traditional therapies used 14 

in clinical practice against common microorganisms causing infectious endometritis in horses. A 15 

broth microdilution technique was performed to determine the minimum inhibitory concentration 16 

(MIC) of 50, 90, and 100 percent of microorganisms and the percentage of inhibition (PI) of each 17 

therapy against each microorganism (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, 18 

Staphylococcus aureus, and Candida sp). The MIC 50 and 90 were determined using non-linear regres- 19 

sion, while MIC 100 was assessed using the resazurin dye technique. The serial PI was evaluated 20 

for each therapy using a spectrophotometer. All the treatments demonstrated a PI higher than pos- 21 

itive controls for all microorganisms; however, the only therapies that presented a MIC 100 value 22 

were hydrogen peroxide and platelet-rich and -poor plasma. In conclusion, hydrogen peroxide and 23 

platelet-rich and -poor plasma might be alternatives to traditional therapies for endometritis that 24 

would support a reduction in antibiotic use.  25 

Keywords: antibiotics; bacteria; fungus; infection; equine 26 

 27 

1. Introduction 28 

Endometritis is the leading cause of subfertility in domesticated animals and the 29 

third most common veterinary problem in equine clinical practice [1,2]. Endometritis can 30 

be classified as infectious or non-infectious, acute or chronic, and clinical or subclinical 31 

[3]. Of the infectious causes, bacteria predominate, whereas fungal agents are responsible 32 

for less than 10% of cases [4]. Bacterial agents commonly associated with endometritis in 33 

mares include Streptococcus zooepidemicus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 34 

Klebsiella pneumoniae, and Staphylococcus aureus [3]. Fungal endometritis is commonly 35 

linked with Candida sp. and less frequently with Aspergillus sp [3,5], and in a small fraction 36 

of cases, mixed bacterial and fungal infections can be detected [5,6]. While these and other 37 

microorganisms can be associated with all types of endometritis, there appear to be asso- 38 

ciations between species and varieties of endometritis. For instance, although Streptococ- 39 

cus zooepidemicus can cause deep-seated dormant subclinical chronic infections, it seems 40 

primarily associated with acute clinical endometritis [1]. On the other hand, Escherichia 41 

coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, and Candida albi- 42 

cans are more likely to be associated with challenging-to-treat chronic endometritis [2–4]. 43 

Treatment for infectious endometritis involves a multi-modal approach, entailing 44 

various combinations of uterine lavage using crystalloid solutions (with or without the 45 
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addition of antiseptics), ecbolic agents such as oxytocin or PGF2α analogs, steroidal and 46 

non-steroidal anti-inflammatories, and uterine infusions or systemic administrations of 47 

antibiotics [5]. While most mares respond to these traditional therapies for endometritis, 48 

some fail to respond to these treatments, which has often been linked with antimicrobial 49 

resistance [6]. Therefore, in recent years extensive work has been carried out to develop 50 

alternative therapies to traditional therapeutic protocols that include antibiotics [7–9].  51 

[10]Non-traditional therapies have antimicrobial properties, the ability to break the 52 

biofilm ordinarily present in the endometrium lining of chronically infected mares, inhibit 53 

bacterial attachment and growth, and bind to endo/exotoxins produced by infectious 54 

agents [11]. Common agents include acetylcysteine, hydrogen peroxide, dimethyl-sulfox- 55 

ide, and iodine solution [7,12,13]. Other treatment protocols include chemically irritant 56 

products like kerosene and hypertonic solutions like dextrose [14]. Additional non-tradi- 57 

tional therapies include biological products such as hyper-immune plasma, blood plasma, 58 

mycobacterium cell wall-extract, stem cells and its by-products, and platelet-rich plasma 59 

[15–20]; some of these products are administrated in utero, others systemically. The bio- 60 

logic products such as platelet-rich plasma have been gaining popularity in clinical prac- 61 

tice for its anti-inflammatories and natural antimicrobial properties [15], [17], [20– 23]. 62 

Despite extensive efforts by various clinicians and research groups to develop practical 63 

applications for non-traditional therapies, minimal efforts have been focused on under- 64 

standing the mechanism of action and antimicrobial properties of non-traditional thera- 65 

pies for endometritis in mares. 66 

Moreover,  the tightening governmental policies in several countries have put pres- 67 

sure on developing novel antibiotic-free therapies for diseases in horses and livestock [10]. 68 

In addition, the combination of ever-evolving antimicrobial resistance and tighter regula- 69 

tions on the use of antibiotics in domestic animals warrants the development of novel 70 

therapies for endometritis and other diseases of veterinary interest. Therefore, this study 71 

aimed to assess the in vitro antimicrobial properties of non-traditional therapies currently 72 

used in clinical practice against common microorganisms associated with endometritis in 73 

mares. We hypothesized that antimicrobial properties vary with the therapy and the in- 74 

fectious agent in a dose-dependent manner.  75 

2. Results 76 

2.1. Microorganism characterization  77 

Using MALDI-TOF mass spectrometry, the microorganisms were identified as Esch- 78 

erichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae and Candida 79 

albicans; all these microorganisms were chosen because they are commonly associated 80 

with chronic and difficult-to-treat infectious endometritis and are the type of infections 81 

that seemingly benefit from non-traditional therapies. The identity of microorganisms 82 

was also determined by similarity after 16s rDNA analysis, the specific whole DNA se- 83 

quences, and a minimum of 94.5% of similarity was used for identification as previously 84 

described [24]. While it was not the objective of the study to compare techniques (i.e., 85 

MALDI-TOF vs. 16s rDNA sequencing), the two techniques were applied to characterize 86 

the microorganisms tested in the study. Due to issues with sample degradation during a 87 

freezer outage, Candida albicans identification using the 16s rDNA technique was not pos- 88 

sible, whereas remaining microorganisms were properly identified by 16s rDNA sequenc- 89 

ing (Table 1). 90 

Table 1. – Results of MALDI-TOF mass spectrometry and 16s rDNA sequencing. 91 

MALDI-TOF MS 16s rDNA 

Staphylococcus aureus Staphylococcus argenteus  

Escherichia coli Escherichia ruysiae  

Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa  

Klebsiella pneumoniae Klebsiella quasipneumoniae subsp. 
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quasipneumoniae  

Candida albicans NP 

NP, not performed due to storage issues. 92 

After 16s rDNA and similarity comparison, Staphylococcus aureus identified by 93 

MALDI-TOF, was classified as Staphylococcus genera, being Staphylococcus argenteus 94 

MSHR1132, Staphylococcus schweitzeri FSA084, and Staphylococcus aureus subsp. anaerobius 95 

ATCC 35844 the most similar species, with 99.03%, 98.97%, and 98.97% of similarity, re- 96 

spectively (S-Figure 1). Escherichia coli identified on MALDI-TOF, by similarity compari- 97 

son, was classified as an Escherichia genera, and Escherichia ruysiae 98.75% , Shigella flexneri 98 

ATCC 29903, 98.54% and Escherichia fergusonii ATCC 35469 (CU928158) 98.47%, respec- 99 

tively (S-Figure 2). Pseudomonas aeruginosa was identified as Pseudomonas genera, being 100 

Pseudomonas aeruginosa JCM 5962 99.51% similar, Pseudomonas otitidis MCC1033 98.18% 101 

and Pseudomonas lalkuanensis PE08 97.69%, respectively (S-Figure 3). Klebsiella pneumoniae, 102 

16s rDNA identification showed similarity with Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasip- 103 

neumoniae 01A030, Klebsiella quasipneumoniae subsp. similipneumoniae 07A044 and Klebsiella 104 

pneumoniae subsp. rhinoscleromatis ATCC 13884 of 98.7%, 98.56%, and 98.49%, respectively 105 

(S-Figure 4).  106 

2.2. Experiment 1 Non-biological alternative therapies for equine endometritis 107 

2.2.1. Percentage of inhibition (PI) 108 

The percentage of inhibition of each non-biological alternative therapy was com- 109 

pared for each microorganism. There were effects of treatment, dilution, and microorgan- 110 

isms (P<0.05). For Staphylococcus sp., hydrogen peroxide returned the highest PIs, and was 111 

superior to other alternative therapies (P<0.05) . All therapies' first dilution (1:2) was dif- 112 

ferent when compared with positive controls (Table S1). The PI for Escherichia sp. using 113 

hydrogen peroxide showed the highest PI compared to the other treatments. However, a 114 

difference was observed only when hydrogen peroxide was compared with iodine and 115 

dimethyl sulfoxide in all dilutions (P<0.05). Furthermore, all therapies at the first dilution 116 

(1:2) were different when compared with positive controls (P<0.05, Table S2). Hydrogen 117 

peroxide had the most significant PI values for Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella sp., and 118 

Candida sp., being superior to all other treatments in all dilutions (P<0.05, Table S3; Table 119 

S4; Table S5).   120 

The PI capacity of each treatment was compared between each microorganism and 121 

dilution effects. Hydrogen peroxide showed the same inhibitory effect against all micro- 122 

organisms (P>0.05), introducing a relevant outcome in comparison with microorganisms’ 123 

growth in positive controls (P<0.05, Table 2). Lactated Ringer was more efficient in inhib- 124 

iting Escherichia sp. when compared to the other microorganisms (P<0.05). In addition, the 125 

PI of all dilutions was different when compared with positive controls (P<0.05, Table 3). 126 

Table 2. – Percentage of inhibition of Hydrogen peroxide against Staphylococcus sp. (Staph), Esche- 127 
richia sp. (E.coli), Pseudomonas sp. (Pseudo), Klebsiella sp. (Kleb) and Candida sp. (Candida). 128 

 Hydrogen Peroxide 

 Microorganisms 

 Staph E.coli Pseudo Kleb Candida 

1:2 98A 99A 99A 100A 90A 

1:4 100A 99A 98A 100A 99A 

1:8 100A 99A 97A 100A 99A 

1:16 100A 98A 97A 100A 99A 

1:32 100A 97A 1A 100A 99A 

1:64 100A 20A 0A 100A 98A 

1:128 98A 7A 0A 99A 98A 
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C+ 0B 0B 0B 0B 0B 

Superscripts represent differences between each dilution of Hydrogen Peroxide (H2O2) (A,B). 129 

Table 3. - Percentage of inhibition of Lactated Ringer against Staphylococcus sp. (Staph), Escherichia 130 
sp. (E. coli), Pseudomonas sp. (Pseudo), Klebsiella sp. (Kleb) and Candida sp. (Candida). 131 

 Lactated Ringer 

 Microorganisms 

 Staph E. coli Pseudo Kleb Candida 

1:2 23Aa 44Ab 14Aa 34Aa 25Aa 

1:4 8Aa 26Ab 0Aa 9Aa 5Aa 

1:8 0Aa 21Ab 11Aa 0Aa 5Aa 

1:16 0Aa 20Ab 17Aa 0Aa 13Aa 

1:32 0Aa 39Ab 21Aa 0Aa 0Aa 

1:64 4Aa 24Ab 4Aa 19Aa 0Aa 

1:128 0Aa 44Ab 0Aa 0Aa 0Aa 

C+ 0B 0B 0B 0B 0B 

Superscripts represent differences between each microorganism (a,b) and each dilution (A,B) of Lac- 132 
tated Ringer (LRS). 133 

Ozone carried out the same effect in all dilutions (P>0.05). However, the inhibitory 134 

effect against Escherichia sp. was superior to the other microorganisms (P<0.05). However, 135 

no differences between treated wells and positive controls were observed in either micro- 136 

organism (Table 4). The iodine bacteriostatic effect introduced the same outcome for all 137 

microorganisms and dilutions (P>0.05) (Table 5). Dimethyl Sulfoxide’s PI was superior at 138 

the first dilution (1:2) when compared to the others and positive control (P<0.05) (Table 139 

6).  140 

Table 4. - Percentage of inhibition of Ozone against Staphylococcus sp. (Staph), Escherichia sp. (E. coli), 141 
Pseudomonas sp. (Pseudo), Klebsiella sp. (Kleb) and Candida sp. (Candida). 142 

 Ozone 

 Microorganisms 

 Staph E. coli Pseudo Kleb Candida 

1:2 3a 37b 0a 32a 6a 

1:4 8a 39b 0a 15a 1a 

1:8 1a 39b 0a 2a 9a 

1:16 0a 38b 7a 0a 13a 

1:32 0a 47b 0a 0a 9a 

1:64 9a 21b 7a 0a 14a 

1:128 13a 36b 3a 0a 0a 

C+ 0 0 0 0 0 

Superscripts represent differences between each microorganism (a,b) of Ozone. 143 

Table 5. - Percentage of inhibition of Ozone against Staphylococcus sp. (Staph), Escherichia sp. (E.coli), 144 
Pseudomonas sp. (Pseudo), Klebsiella sp. (Kleb) and Candida sp. (Candida). 145 

 Iodine 

 Microorganisms 

 Staph E. coli Pseudo Kleb Candida 

1:2 67 53 1 0 63 

1:4 63 17 0 0 43 

1:8 22 46 0 0 6 

1:16 0 11 0 0 0 
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1:32 28 13 0 0 0 

1:64 6 1 0 0 0 

1:128 0 0 0 0 0 

C+ 0 0 0 0 0 

 146 

Table 6. - Percentage of inhibition of Dimethyl Sulfoxide against Staphylococcus sp. (Staph), Esche- 147 
richia sp. (E. coli), Pseudomonas sp. (Pseudo), Klebsiella sp. (Kleb) and Candida sp. (Candida). 148 

 Dimethyl Sulfoxide 

 Microorganisms 

 Staph E. coli Pseudo Kleb Candida 

1:2 35A 62A 95A 75A 72A 

1:4 0B 0B 8B 11B 6B 

1:8 0B 0B 0B 1B 0B 

1:16 0B 0B 0B 6B 0B 

1:32 0B 0B 0B 15B 0B 

1:64 0B 0B 0B 2B 0B 

1:128 0B 0B 0B 0B 0B 

C+ 0B 0B 0B 0B 0B 

Superscripts represent differences between each dilution of Dimethyl Sulfoxide (A,B). 149 

2.2.2. Minimal inhibitory concentration (MIC) 150 

The MIC of 50 and 90 percent of the microorganisms is presented in percentage for 151 

each non-biological alternative therapy (Table 7).  152 

Table 7. – Minimum inhibitory concentration 50% and 90% of non-biological alternative therapies. 153 

 H2O2 LRS O3 Iodine DMSO 

Staphylococcus sp. 0.06 95 0.2 1.2 - 

Escherichia sp. 0.19 0.01 - 2 20 

Pseudomonas sp. 0.5 - 0.02 2 13.7 

Klebsiella sp. 0.1 65.8 69.7 - 15.8 

Candida sp. 9.9 108.3 - 1.6 16.8 
 H2O2 LRS O3 Iodine DMSO 

Staphylococcus sp. 0.07 306.4 - 3.6 - 

Escherichia sp. 0.3 - - 4.7 20.1 

Pseudomonas sp. 0.6 - - 2 18.2 

Klebsiella sp. 0.1 164 183.5 - 25.4 

Candida sp. 5 - - 3.8 25.3 

(H2O2) Hydrogen Peroxide; (LRS) Lactated Ringer; (O3). Ozonated Lactated Ringer; (DMSO) Dime- 154 
thyl Sulfoxide. 155 

MIC100 was determined using the resazurin sodium salt solution. Therefore, only 156 

the wells without oxidation of resazurin dye were considered as a MIC100 values. Exper- 157 

iment 1 was performed in triplicates, and when one of the three wells at the same concen- 158 

tration presented an oxidation in resazurin color, MIC100 was considered the previous 159 

dilution to that concentration (Figure 1). 160 
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 161 

Figure 1. The minimum inhibitory concentration of hydrogen peroxide using the resazurin dye tech- 162 
nique. Determination of minimal inhibitory concentration of hydrogen peroxide that was able to 163 
inhibit 100% of each microorganism’s activity. (a) Negative control containing Mueller-Hinton broth 164 
and hydrogen peroxide in each serial microdilution. (b) Pseudo’ triplicate, bacterial growth was in- 165 
hibited in the three wells until 1:8 microdilution. (c) Kleb’ triplicate, bacterial was inhibited until 1:32 166 
dilution. (d) Candida’ triplicate was inhibited until 1:32 dilution. 167 

Hydrogen peroxide was the only therapy that presented MIC100 results, inhibiting 168 

Staphylococcus sp. Escherichia sp., Pseudomonas sp., Klebsiella sp. and Candida sp. However, 169 

different concentrations were observed for each microorganism (Table 8).  170 

Table 8. – Minimum inhibitory concentrations of hydrogen peroxide that were able to inhibit 100% 171 
of microorganisms’ growth. 172 

  H2O2 

Staphylococcus sp. 0.2 

Escherichia sp. 1.25 

Pseudomonas sp. 1.25 

Klebsiella sp. 0.38 

Candida sp. 0.38 

2.3. Experiment 2 – Biological alternative therapies. 173 

2.3.1. Platelet concentrates 174 

Platelet-rich and platelet-poor plasma were obtained from six healthy mares. The ex- 175 

periment was performed in triplicates (i.e., three platelet concentrates per mare) (Table 9). 176 

Table 9. – Platelet concentrates and platelet and white blood cell counts. 177 

 Basal concentration Platelet-rich plasma Platelet-poor plasma 

Mare PLT WBC PLT WBC PLT WBC 

1 200±8a 7.2±0.3 1358±169a 0.67±0.6 36±4a 0 

2 143±3b 7±0.2 1027±54b 0.46±0.8 26±3a 0 

3 165±10b 8.4±0.5 957±81b 0.43±0.1 28±4a 0 

4 144±17b 12±0.2 899±4b 3.1±2 35±8a 0.06±0.03 

5 191±4ac 7.2±0.3 1113±35ab 0.07±0.1 60±4b 0 
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6 166±6bc 9.7±0.1 983±68b 0.07±0.07 37±7a 0 

Superscripts (a-c) represent significant differences (P<0.05) between platelet concentrations for each 178 
mare. PLT represents platelet concentration x103 per microliter, and WBC represents white blood 179 
cells ×103 per microliter. 180 

2.3.2. Percentage of inhibition (PI) 181 

Percentages of inhibition were compared for each microorganism between different 182 

dilutions. An association between the highest concentrations of platelet-rich plasma and 183 

the increase in antimicrobial activity was observed. The first dilution (1:2) was different 184 

from the positive control for all microorganisms (P<0.05). Additionally, at the first dilu- 185 

tion, Escherichia sp. was inhibited in total for all tested PRP (Table 10). 186 

Table 10. Percentage of inhibition of platelet-rich plasma against each microorganism. 187 

Platelet-rich plasma dilution 

 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 C+ 

Staphylococcus sp. 79±4a 34±6ac 14±4ac 10±4bc 3±2b 4±2b 4±2b 0b 

Escherichia sp. 100a 97±2a 76±7a 26±7b 20±5b 2±1b 5±3b 0b 

Pseudomonas sp. 83±3a 54±6b 17±7c 3±2c 1±1c 5±3c 4±3c 0c 

Klebsiella sp. 58±7a 26±7a 12±5b 5±2b 9±4b 3±1b 4±2b 0b 

Candida sp. 37±5a 25±2a 2±2b 4±2b 4±2b 2±1b 4±2b 0b 

Data expressed as Mean ± SEM. Superscripts (a-c) represent differences (P<0.05) between PI when 188 
compared to each dilution of PRP. 189 

In addition, platelet-poor plasma demonstrated antimicrobial activity against all mi- 190 

croorganisms, effectively inhibiting Escherichia sp. at 92%. Moreover, the inhibition capac- 191 

ity seems to be associated with the highest concentrations of platelet-poor plasma, with 192 

the first dilution (1:2) different (P<0.05) from positive control in all microorganisms (Table 193 

11).  194 

Table 11. Percentage of inhibition of platelet-poor plasma against each microorganism. 195 

Platelet-poor plasma dilution 

 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 C+ 

Staphylococcus sp. 45±6a 25±5ac 11±3bc 2±1b 1±1b 1±1b 1±1b 0b 

Escherichia sp. 92±3a 64±8ac 59±9bc 19±7b 5±3d 2±1d 2±1d 0d 

Pseudomonas sp. 67±4a 51±4a 17±5b 7±3b 8±3b 6±3b 4±2b 0b 

Klebsiella sp. 22±6a 19±4a 14±4a 7±3b 5±3b 3±2b 4±2b 0b 

Candida sp. 14±3a 12±3ab 1±1a 0b 1±1c 1±1c 3±2bc 0bc 

Data expressed as Mean ± SEM. Superscripts (a-d) represent significant differences (P<0.05) between 196 
PI when comparing each dilution of PPP. 197 

When comparing the inhibition effect of platelet-rich and platelet-poor plasma, sig- 198 

nificant differences were observed between the first dilution (1:2) of PRP when compared 199 

with all PIs of PPP for Staphylococcus sp., Klebsiella sp., Candida sp. (P<0.0001) and Pseudo- 200 

monas sp. (P=0.0169). However, for Escherichia sp., at the first dilution (1:2), PRP and PPP 201 

demonstrated the same antimicrobial effect (P=0.9702). In addition, the effect of the second 202 

dilution of PRP was increased when compared to all PPP dilutions for Staphylococcus sp. 203 

(P<0.0001), Escherichia sp. (P<0.0001), and Candida sp. (P<0.05). However, against Pseudo- 204 

monas sp. and Klebsiella sp., PRP and PPP demonstrated the same effect at 1:4 (P>0.9999 205 

and P=0.7986, respectively).  206 

The 1:8 PRP dilution was more effective for Staphylococcus sp. when compared with 207 

PPP at 1:32 (P=0.0372), 1:64 (P=0.0181), and 1:128 (P=0.0408). In addition, for Escherichia 208 

sp., 1:8 PRP dilution was different from all concentrations of PPP (P<0.05) except PPP at 209 

1:8 (P=0.0624). For Pseudomonas sp., Klebsiella sp., and Candida sp. there were no differences 210 
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between the antimicrobial effect of PRP at 1:8 and all other dilutions of PPP (P>0.05). The 211 

inhibitory effect of PRP against Escherichia sp. at 1:16 dilution was increased when com- 212 

pared with 1:16, 1:32, 1:64, and 1:128 PPP dilutions (P<0.05). For the other microorganisms, 213 

there were no differences between 1:16 dilutions with 1:32, 1:64, 1:128, and positive con- 214 

trols (P>0.05). Both PRP and PPP antimicrobial effect seems to be associated with in- 215 

creased concentrations of plasma, representing the best inhibitory effects at the initial di- 216 

lutions. 217 

2.3.4. Minimal inhibitory concentration (MIC) 218 

The MIC of PRP and PPP of 50% and 90% of each microorganism were determined 219 

using the means of PI of each mare’s triplicate. When comparing the MIC 50 and MIC 90 220 

of PRP and PPP obtained from each mare, there were no differences between platelet con- 221 

centrations (P>0.05) (Table 12; Table 13).  222 

Table 12. – Minimum inhibitory concentration 50% and 90% of each individual platelet-rich plasma. 223 

MIC 50 (PLT×103/µl) 

Mare 
 1 2 3 4 5 6 

Staphylococcus 

sp. 
562.5 407.4 210.4 241.7 276.3 323.5 

Escherichia sp. 113.7 80.3 73.1 84.81 105.7 102.4 

Pseudomonas sp. 447.4 - 330.6 294.2 276.5 213 

Klebsiella sp. 859.4 327.2 405.8 214.8 - 896.6 

Candida sp. 840.3 519.2 444.2 493.7 - 485.2 

MIC 90 (PLT×103/µl) 

Mare 
 1 2 3 4 5 6 

Staphylococcus 

sp. 
745.9 740.4 1464 524.4 327.5 1084 

Escherichia sp. 231.1 142.4 108.8 104.2 208.6 141.1 

Pseudomonas sp. 1120 - 759.2 518 341.4 302.9 

Klebsiella sp. 1202 422.1 2453 1319 - - 

Candida sp. 1951 523.7 588.2 928.9 - 1427 

Table 13. – Minimum inhibitory concentration 50% and 90% of each individual platelet-poor 224 
plasma. 225 

MIC 50 (PLT×103/µl) 

Mare 
 1 2 3 4 5 6 

Staphylococcus 

sp. 
23.1 13.1 11.8 9.2 29.1 - 

Escherichia sp. 3.7 2.1 3.18 6.1 16.7 8.9 

Pseudomonas sp. 17.3 1.8 1.48 6.6 13 18.4 

Klebsiella sp. 599.3 36.1 9.4 23.5 35.7 0 

Candida sp. 77.8 8904 233.3 - - 28.2 

MIC 90 (PLT×103/µl) 

Mare 
 1 2 3 4 5 6 
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Staphylococcus 

sp. 
154.7 - 70.7 31.8 64.9 - 

Escherichia sp. 20.6 23.3 100.9 27.5 40.2 18.2 

Pseudomonas sp. - - 23.5 100.6 50.2 22.1 

Klebsiella sp. - - - - 167.9 - 

Candida sp. - - - - - 59.1 

 226 

The MIC100 determined using the resazurin dye technique showed different results 227 

for each mare’s PRP and PPP. Escherichia sp. was the only microorganism that was able to 228 

be inhibited in all PRP and PPP. In addition, Staphylococcus sp. MIC 100 was determined 229 

in 16% of PRP and PPP, Klebsiella 16% of PPP, and Pseudomonas sp. at 66% of PPP and 33% 230 

of PRP (Table 14). Candida sp. was not completely inhibited using alternative biological 231 

therapies.   232 

Table 14. - MIC100 (Mean ± SEM) of platelet-rich (PRP) and platelet-poor (PPP) for each animal 233 
based on platelet concentration (x103/µl). 234 

 Mare 
 1 2 3 4 5 6 
 PRP PPP PRP PPP PRP PPP PRP PPP PRP PPP PRP PPP 

Staphylococcus sp. 679±84 - - - - - - - - - - 19±4 

Escherichia sp. 679±84 18±2 257±13 13±2 479±40 14±2 449±2 18±4 557±17 30±2 492±34 19±4 

Pseudomonas sp. - - - 13±2 479±40 14±2 449±2 18±4 - 30±2 - 19±4 

Klebsiella sp. - - - - - 14±2 - 18±4 - - - - 

3. Discussion 235 

This study was set forth to assess the in vitro efficacy of non-traditional biological and 236 

non-biological therapies commonly used in broodmares’ clinical practice. Despite the 237 

widespread use in veterinary medicine, there is a lack of studies determining the antimi- 238 

crobial properties of these agents against microorganisms causing difficult-to-treat 239 

chronic endometritis in mares. Non-traditional, non-biological therapies described as a 240 

treatment for endometritis in mares include hydrogen peroxide, dimethyl sulfoxide, and 241 

iodine solutions [4,26]. Additionally, non-traditional biological compounds, including 242 

plasma, platelet-rich plasma, mycobacterium cellular extracts, and stem cells, have been 243 

used to modulate inflammatory uterine response in mares and have demonstrated the 244 

ability to mitigate uterine infections [20,27]. 245 

Microorganisms were identified primarily with MALDI-TOF MS technique in the 246 

present study. This quick and low-cost method identified a Staphylococcus aureus, Esche- 247 

richia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, and Candida albicans. In addition, 248 

to further confirm the identification of the microorganisms-causing endometritis, the 249 

whole gene sequence of the 16s rDNA gene was performed as previously descried [28]. 250 

Differences in species characterization observed between both techniques could be justi- 251 

fied by differences in database limitations observed on MALDI-TOF MS method[27]. 252 

MALDI-TOF MS is an accurate method to identify the genus level of microorganisms. 253 

However, for species identification, 16s rDNA sequence identification has beed described 254 

as the more precise technique [28].  255 

The microorganisms tested herein are known to be challenging to treat, and com- 256 

monly associated with multiple drug resistance and biofilm development, increasing 257 

chronical uterine infectious cases [2,29–33]. In addition,  therapies tested herehave been 258 

commonly used in equine reproduction without proof of efficacy. Therefore, this study 259 

provides the first evidence-based analysis of the in vitro antimicrobial properties, allowing 260 

practitioners to make informed decisions about when and what type of therapy can best 261 

suit one of the five difficult-to-treat infectious agents tested herein.  262 
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3.1. Non-biological alternative therapies for equine endometritis 263 

Hydrogen peroxide showed the best in vitro inhibitory effect compared to all tested 264 

therapies. The antimicrobial effect of hydrogen peroxide is based on its capacity to inhibit 265 

enzymatic processes essential for microorganism survival and the active release of reac- 266 

tive oxygen species that can penetrate cell walls [30]. Uterine infusions of hydrogen per- 267 

oxide at 3% are recommended to treat infectious endometritis in mares [5,34]. Interest- 268 

ingly, the in vitro inhibitory effect of hydrogen peroxide, under the conditions that the 269 

experiment was carried out, for Escherichia sp. and Pseudomonas aeruginosa was 1.25%; 270 

Klebsiella sp. and Candida sp. 0.38% and Staphylococcus sp. 0.2%. This finding is highly rel- 271 

evant as it suggests that the current practice of using hydrogen peroxide at 3% may effec- 272 

tively kill microorganisms causing difficult-to-treat chronic endometritis. It also suggests 273 

that lower concentrations may be effective; however, since the in vivo uterine fluid is way 274 

more complex than any in vitro culture/testing media, it has been hypothesized that a 275 

higher concentration of hydrogen peroxide is needed for uterine infusion due to interac- 276 

tions with biological fluids. In addition, it should be noted that mixed infections are com- 277 

mon, and a uterus in dysbiosis often includes adherence of microorganisms onto the in- 278 

fected tissues [4,31]. All microorganisms tested herein can develop biofilm, a complex 279 

mixture of extracellular polymeric substances intermingled with microorganisms, which 280 

can protect them from the effects of antibiotics and non-traditional therapies. Some of the 281 

therapies tested herein, such as DMSO and iodine, are known to break biofilm; however, 282 

others have not been tested [4,32]. Hydrogen peroxide seems effective at inhibiting plank- 283 

tonic bacterial growth; however, in in vivo models, its antimicrobial properties can be im- 284 

paired because of the presence of sessile microorganisms and biofilm formation [32,33]. 285 

Dimethyl sulfoxide is a solvent known for its anti-inflammatory, bacteriostatic, and 286 

antibiofilm properties [38]. As a vehicle, dimethyl sulfoxide is responsible for different 287 

roles in cell functions such as molecular binding, autophagy, anti-inflammatory, and an- 288 

tioxidant responses [39]. Because of all these effects, DMSO has been used as an alternative 289 

therapy to treat endometritis and induce biofilm disruption in mares [4,5]. Its bacterio- 290 

static effect was reported against Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, and Esch- 291 

erichia coli. However, the concentrations of DMSO that inhibited bacterial growth were 292 

20%, 40%, and 15%, respectively [40]. In our study, DMSO with a final concentration of 293 

20% demonstrated a percentual of inhibition of Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneu- 294 

moniae, and Escherichia coli at 95%, 75%, and 62%, respectively, suggesting that increased 295 

concentrations of DMSO can be effective to inhibit bacterial growth and present a MIC 296 

100 value. Increased concentrations of DMSO, when infused into the uterus, led to endo- 297 

metrial ulceration and inflammation, which recovered in 21 days [41]. Despite that, the 298 

current literature recommends uterine lavages in mares using solutions containing 5-20% 299 

of DMSO [4, 5, 7, 38, 39].  300 

Iodine is an antiseptic agent commonly used as a wound care agent, which is effective 301 

against bacteria, fungi, and viruses [44]. In addition, uterine lavage using iodine solutions 302 

is recommended to treat mares presenting with infectious endometritis [4]. However, the 303 

iodine 4% solution was unable to display a MIC value in our study, although it reduced 304 

60% of Staph and Candida growth and 50% of E. coli 24 hours after contact with the micro- 305 

organisms. In another study, iodine 10% showed a clinical bacteriostatic effect against 306 

those microorganisms 3 hours after treatment [45]. These findings suggest a time and con- 307 

centration dependency associated with the effectiveness of this treatment against the 308 

tested microorganisms. The Clinical and Laboratory Standards Institute dictates the ac- 309 

ceptable standards and validity of susceptibility tests; it states that 16 hours is the mini- 310 

mum time a drug should be in contact to evaluate the inhibitory effect [46]. Besides that, 311 

the side effects of iodine infusion should be considered. As an acid solution, povidone- 312 

iodine 10% was associated with skin burn development, and infusions using 1% of iodine 313 

solutions with chronic inflammatory responses in the endometrium [47–49][47]. Because 314 

of this, in vivo experiments should be performed to evaluate the inhibitory potential of 315 

increased concentrations of iodine solutions and its potential endometrial damage. 316 
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Another therapy tested in the present study, the ozone therapy is growing in equine 317 

medicine. Studies demonstrated its capacity to decrease chronic laminitis pain and reduce 318 

inflammation and infections in mares with endometritis [50–52]. Besides that, uterine lav- 319 

age using ozonated solution appears to be safe in mares and does not harm the endome- 320 

trial tissue [53]. Even though ozone is known for its antimicrobial capacity, it was unable 321 

to inhibit bacterial growth or cause biofilm disruption [33]. Similarly, in our study, ozo- 322 

nated ringer did not present a significant inhibitory effect. However, it is well known that 323 

ozone gas is an unstable and highly reactive molecule. Furthermore, the temperature and 324 

the medium directly influence ozone’s half-life [54]. Therefore, additional studies evalu- 325 

ating the concentration and stability of this therapy are needed.   326 

3.2. Biological alternative therapies for equine endometritis 327 

Platelet-rich and platelet-poor plasma were able to present a PI for all microorgan- 328 

isms tested in the present study. However, its bacteriostatic effect inhibited all cellular 329 

activity and a MIC100 value only for Escherichia sp. The lipopolysaccharides present in 330 

some strains of Escherichia sp. seem to be associated with platelet activation and release of 331 

antimicrobial molecules [51]. The antimicrobial effect of platelet-rich and poor plasma ap- 332 

pears to be associated with some plasma components, as an inhibition capacity of plasma 333 

was observed even with low concentrations of platelets. However, when comparing the 334 

percentages of inhibition capacity of platelet-rich and -poor plasma, a significant differ- 335 

ence was observed between them. Platelet-rich plasma at the first dilution was more ef- 336 

fective than all other platelet-poor dilutions for Staphylococcus sp., Pseudomonas sp., 337 

Klebsiella sp., and Candida sp. As a bacteriostatic agent, platelet-poor and platelet-rich 338 

plasma present maximum inhibitory effect within the first two hours [52] suggesting that 339 

more than one application of plasma products can improve the inhibitory effects of this 340 

therapy. The antimicrobial effect seems related to its activation with calcium chloride [15]. 341 

The activation of platelets promotes the release of growth factors that have different func- 342 

tions as well as immunomodulatory, anti-inflammatory, antimicrobial, angiogenic, and 343 

chemotactic effects [52–54]. In addition, it seems that in vivo, the platelet-rich plasma in- 344 

teracts with leukocytes, increasing their ability to deal with pathogens [56]. 345 

4. Materials and Methods 346 

The study was conducted from July to December 2021 at the Sao Paulo State Univer- 347 

sity, Campus Botucatu, Sao Paulo, Brazil.  348 

4.1. Selection of microorganisms 349 

A local private clinical practice donated all isolates used in the study. The microor- 350 

ganisms were obtained from multiparous Crioulo mares, aged 10 to 18 years old, which 351 

were open for at least one year. All mares were swabbed during estrus (≥35 mm follicle 352 

and endometrial edema) and presented clinical signs of endometritis. Clinical endometri- 353 

tis was defined as uterine fluid accumulation (>2 cm in-depth), echogenic and turbid uter- 354 

ine fluid, exacerbated endometrial edema (score 4, scale 0-absent to 4-maximum), short 355 

inter-estrus interval, and history of poor fertility [2,4,59,60]. The selected isolates included 356 

Staphylococcus sp., Escherichia sp., Pseudomonas sp., Klebsiella sp., and Candida sp. These iso- 357 

lates are the most common microorganisms associated with infectious endometritis in 358 

mares [55], [57]. Initially, the microorganisms were identified using classic microbiological 359 

methods such as morphology characterization of the colonies, Gram stain technique, and 360 

standard biochemistry tests. After isolation and characterization, samples were kept at - 361 

80°C in skim milk medium until further use. The Kirby-Bauer antimicrobial susceptibility 362 

test was performed against common antimicrobials used in equine clinical practice (am- 363 

picillin, ceftriaxone, clindamycin, gentamicin, penicillin, rifampicin, trimethoprim-sulfa, 364 

oxytetracycline, enrofloxacin, ceftiofur, ciprofloxacin) and reported for characterization of 365 
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the isolates described herein. Anti-fungal sensitivity test was not performed for Candida 366 

(S-Table 2). 367 

 368 

4.2. Maldi-tof and whole rRNA sequencing of the 16S gene 369 

After classic microbiological identification, the isolates were submitted to MALDI- 370 

TOF mass spectrometry analysis. Mass spectra were assessed with an Autoflex Speed 371 

(Bruker, Carteret, NJ, USA), calibrated with the Escherichia coli DH5α standard (BTS). The 372 

microorganisms had their proteins extracted using a protocol described elsewhere [63]. 373 

After that, one microliter of the proteins extracted was dried in a MALDI-TOF target plate 374 

at 20 to 22 °C, and an alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid was added. Mass spectrome- 375 

try identification was performed using the Biotype 3.1 software (Bruker) using a DTUVet 376 

MSP database.   377 

In addition, all isolates were submitted to the rDNA 16s to identify the taxonomy and 378 

phylogenetic origin of the microorganisms. The genomic DNA (gDNA) was extracted us- 379 

ing a commercial kit, and the samples were assessed by integrity, purity, and concentra- 380 

tion using agarose gel 1%. DNA polymerase chain reaction used 20 ng of gDNA Toq DNA 381 

polymerase, 10 X PCR Buffer, MgCl2, dNTPs, and 27F and 1492R primers. Thermocycling 382 

was performed using a thermal cycling LGC XP CYCLER at 94 °C for 5 min, followed by 383 

37 cycles at 94 °C for 1 min, 55 °C for 1 min and 10 s, and 72 °C for 1 min, with a final 384 

process at 72 °C for 5 min, with positive and negative controls for the PCR. The amplicons 385 

were submitted to electrophoresis in agarose 1% gel to verify the presence of fragments 386 

to 16s rDNA analysis. For each sample, the sequencing was done by capillary electropho- 387 

resis, using the Sanger method in both directions for the 16s rDNA achieved by PCR. The 388 

pieces that present low quality of the pairs of electropherograms were removed from each 389 

amplicon, considering the nucleotide sequence only one DNA sequence. The 16s rDNA 390 

sequence was compared by its genus in a database (Genome Taxonomy Database – 391 

GTDB), considering phylogenetical interference for maximum likelihood (ML). 392 

4.3. Broth microdilution assay  393 

Bacterial susceptibility to the therapies was evaluated using a Microdilution Broth 394 

Technique standard by the Clinical and Laboratory Standard Institute [46]. Strains of 395 

Staphylococcus sp., Escherichia sp., Pseudomonas sp., Klebsiella sp., and Candida sp. were 396 

seeded in Brain Heart Agar (BHI) (Kasvi, São José dos Pinhais, PR, Brazil, cod. K25- 397 

610008). All plates were kept aerobically at 37 °C for 24 h. After that, a 0.5 McFarland scale 398 

was prepared with each microorganism, and another dilution was performed using 100 399 

µl of 0.5 scale in 900 µl of MH, achieving a 1.5 × 107 colony-forming unit /ml.  400 

Two 96-well plates were used to perform each assay for each NTT. At first, 100 µL of 401 

a Mueller-Hinton Broth (MH) (Kasvi, São José dos Pinhais, PR, Brazil, cod. K25-610034) 402 

was added to each well. After that, 100 µL the NTT was placed at row A; then a microdi- 403 

lution was performed using a multichannel micropipette until the row G, obtaining a se- 404 

rial dilution of 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, respectively. In the alternative biological 405 

therapies (PRP and PPP), 10 µL of CaCl2 was added to activate the platelets. Row H served 406 

as the positive control, which consisted of pathogens with MH broth; and the three first 407 

lanes (1-3) were used as the negative control, consisting of MH broth and NTT in each 408 

serial microdilution (1:2 - 1:128). The pathogens were evaluated in triplicates, with 5 µL 409 

of each microorganism’s suspension added in three lanes of the plate, obtaining a final 410 

concentration of 5.0 x104 colony-forming unit /mL in each well. The plates were aerobically 411 

stored at 37°C for 24 h (Figure 2).  412 
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 413 

Figure 2. – Broth microdilution assay. 414 

4.4. Percentage of inhibition  415 

The percentage of inhibition (PI) values were based on turbidity measurement com- 416 

paring each alternative therapy optical density with controls. A SpectraMax M2 spectro- 417 

photometer (Molecular Devices, USA) was used to determine bacterial growth and calcu- 418 

late PI. Optical density (OD) was measured at 570 nm. The difference between positive 419 

control and the well’s OD in each concentration was considered to calculate PI. Further- 420 

more, the negative control’s OD was discounted in each well to regard just the bacterial 421 

growth without alternative therapy OD (Figure 3). Data are presented in percentages.  422 

 423 

Figure 3. – Determination of PI of each alternative therapy. 424 

4.5. Minimum inhibitory concentration  425 

The minimum inhibitory concentration (MIC) of each NTT able to inhibit 50% and 426 

90% of microorganisms’ growth was determined based on PI data, using a non-linear re- 427 

gression dose-response stimulation mode on GraphPad Prism 9.4.1. The response was 428 

based on each NTT concentration in each dilution. For PRP and PPP, just platelet concen- 429 

tration per microliter was considered. For the others NTT, the doses were presented in 430 

percentage, representing the final concentration of each therapy in each row. All data were 431 

transformed in log (X). 432 

Determination of MIC 100% (i.e., MIC able to inhibit whole microorganism growth) 433 

was performed using the resazurin dye technique. Resazurin is a blue dye that reacts with 434 
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viable cells, promoting color change by an oxidative reaction. In each well, 10 µl of resaz- 435 

urin sodium salt solution (0.01%) (Sigma-Aldrich, São Paulo, SP, Brazil, cod. 199303). Af- 436 

ter that, the plates were kept at 37°C for one hour[22]. After that, a visual reading was 437 

performed to determine any microorganism activity, considering cellular metabolism 438 

presence when the dye became “pink” while absence when it remained “blue” (Figure 4). 439 

 440 

Figure 4. – Determination of MIC100 by resazurin dye technique. 441 

4.5.1. Experiment 1 – Non-biological alternative therapies 442 

The products used in the study and the respective manufacturers are displayed in 443 

Table 15; each product's presumed mechanism of action is described in S-Table 1. The 444 

concentration and dilutions were chosen according to traditional protocols that have been 445 

recommended and are commonly used by veterinary practitioners to perform uterine in- 446 

fusions in mares [14]. 447 

Table 15. - Products, source, and working concentrations. 448 

Product Source Working concentration 

Dimetylsulfoxide (DMSO) Vetnil, Brazil DMSO 40% diluted in LRS 

Lactated Ringer’s solution 

(LRS) 
Sanobiol, Brazil 

 

N/A 

 

Hydrogen Peroxide (H2O2) Rioquimica, Brazil H2O2 10% diluted in LRS 

Ozonated LRS (O3) Ozone & Life, Brazil 
60 ug/ml of ozone gas for 10 

minutes in LRS 

Povidone-iodine (Iodine) Rioquimica, Brazil 4% diluted in saline solution 

N/A – not applicable. The product was used pure. 449 

4.5.2. Experiment 2 – Biological alternative therapies 450 

Biological alternative therapies were considered platelet-rich and platelet-poor 451 

plasma. Blood samples were collected from six healthy mares (3/mare), aged between 3 452 

and 15 years. The collections were performed using an 18G needle and two 60 mL syringes 453 

containing 6 mL of sodium-citrate 3.2% solution each. Then, the blood was homogenized 454 

and transferred to 15 ml conical tubes.  455 

A double spin technique was performed to produce plasma products. At the first 456 

centrifugation, a 400 G force for 15 minutes was used to separate the plasma from the red 457 

blood cells and buffy coat. Then, the plasma was transferred to another 15 ml conical tube, 458 

and a second centrifugation was performed using a 1000 G force for 10 minutes. Subse- 459 

quently, the 90% superior plasma was considered platelet-poor plasma (PPP) and trans- 460 

ferred to another conical tube. The 10% of the remaining bottom plasma was homogenized 461 

with the pellet and regarded as platelet-rich plasma (PRP) [64]. Blood cell counting was 462 

performed using a Mindray BC 2800 Vet® (São Paulo, SP, Brazil) automatic counter to 463 
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determine basal, PRP, and PPP cell concentration. To be considered PRP, a minimal con- 464 

centration of 800 x 103 platelets/microliter was standardized. In contrast, the maximum of 465 

70 x 103 platelets/microliter of plasma was considered for PPP. 466 

4.6. Statistical analysis  467 

Statistical analysis was carried out with Graphpad Prism 9.4.1 (Graphpad Software, 468 

California, USA). The Gaussian distribution of the data was evaluated by the Shapiro– 469 

Wilk normality test. The PI of PRP and PPP between each dilution was assessed by Krus- 470 

kal-Wallis test followed by Dunn test. The effect between PRP and PPP against each mi- 471 

croorganism was tested by Wilcoxon test. To compare the non-biological NTT’s PI for each 472 

microorganism, two-way ANOVA and Tukey as a post-hoc test were used to compare the 473 

effect of each dilution and each treatment between them. The MIC 50% and 90% of all 474 

NTT were determined using a non-linear regression dose-dependent stimulation mode, a 475 

robust regression with identification and exclusion of outliers were applicate to decrease 476 

the errors. Significance was set at P < 0.05 for all tests.  477 

5. Conclusion  478 

In conclusion, biological and non-biological non-traditional therapies demonstrated 479 

antimicrobial effects against microorganisms that cause endometritis in mares. For the 480 

non-biological treatments, hydrogen peroxide was the only therapy that presented an in- 481 

hibitory effect of 100% on microorganism growth for all strains. In addition, biological 482 

alternative therapies such as PRP and PPP showed a substantial bacteriostatic effect 483 

against Escherichia sp. However, some particular’ factors seem to be associated with the 484 

microbial inhibition of Staphylococcus sp., Pseudomonas sp., and Klebsiella sp. Because of 485 

this, more in vitro studies are needed to evaluate if highest concentrations of non-biologi- 486 

cal alternative therapies are needed to reach antimicrobial activity against microorgan- 487 

isms-causing endometritis in mares. Similarly, other factors that can affect plasma prod- 488 

ucts quality and antimicrobial activity against different microorganisms should be evalu- 489 

ated. After that, in vivo studies are essential to assess the sefaty of the proposed therapies 490 

in mares and if the in vitro antimicrobial effects of the proposed non-traditional therapies 491 

can be translated into ex vivo efficient treatments for infectious endometritis in mares and 492 

improved fertility.  493 
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against Candida sp.; Table S6 - Products and mechanisms of action against microorganisms. Table 500 
S7. Results of Kirby-Bauer antibiotic sensitivity test for common drugs used in clinical practice. Fig- 501 
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6. Supplementary Materials:  

Table S1. – Percentage of inhibition of non-biological alternative therapies 

against Staphylococcus sp. 

Superscripts represent differences between treatments at the same dilution (ab) 

and for each treatment in each dilution (A,B). (H2O2) Hydrogen Peroxide; (LRS) 

Lactated Ringer; (O3).Ozonated Lactated Ringer; (DMSO) Dimethyl Sulfoxide. 

Table S2 – Percentage of inhibition of non-biological alternative therapies 

against Escherichia sp. 

Superscripts represent differences between treatments at the same dilution (a,b) 

and for each treatment in each dilution (A,B). (H2O2) Hydrogen Peroxide; (LRS) 

Lactated Ringer; (O3).Ozonated Lactated Ringer; (DMSO) Dimethyl Sulfoxide. 

Table S3. – Percentage of inhibition of non-biological alternative therapies 

against Pseudomonas sp.. 

 Pseudomonas sp. 
 H2O2 LRS O3 Iodine DMSO 

1:2 99 14 0 1 95 

1:4 98 0 0 0 8 

1:8 97 11 0 0 0 

1:16 97 17 7 0 0 

1:32 1 21 0 0 0 

1:64 0 4 7 0 0 

1:128 0 0 3 0 0 

C+ 0 0 0 0 0 

(H2O2) Hydrogen Peroxide; (LRS) Lactated Ringer; (O3).Ozonated Lactated 

Ringer; (DMSO) Dimethyl Sulfoxide. 

 

 Staphylococcus sp. 
 H2O2 LRS O3 Iodine DMSO 

1:2 98Aa 23Ab 3Ab 67Ab 35Ab 

1:4 100Ba 8Bb 8Bb 63Bb 0Bb 

1:8 100Ba 0Bb 1Bb 22Bb 0Bb 

1:16 100Ba 0Bb 0Bb 0B 0Bb 

1:32 100Ba 0Bb 0Bb 28Bb 0Bb 

1:64 100Ba 4Bb 9Bb 6Bb 0Bb 

1:128 98Ba 0Bb 13Bb 0Bb 0Bb 

C+ 0B 0B 0B 0B 0B 

 Escherichia sp. 
 H2O2 LRS O3 Iodine DMSO 

1:2 99Aa 44Aab 37Aab 53Ab 62Ab 

1:4 99Ba 26Bab 39Bab 17Bb 0Bb 

1:8 99Ba 21Bab 3Bab 46Bb 0Bb 

1:16 98Ba 20Bab 38Bab 11Bb 0Bb 

1:32 97Ba 39Ba 47Bab 13Bb 0Bb 

1:64 20Ba 24Bab 21Bab 1Bb 0Bb 

1:128 7Ba 44Bab 36Bab 0Bb 0Bb 

C+ 0B 0B 0B 0B 0B 
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Table S4. – Percentage of inhibition of non-biological alternative therapies 

against Klebsiella sp. 

Superscripts represent differences between treatments at the same dilution 

(a,b). (H2O2) Hydrogen Peroxide; (LRS) Lactated Ringer; (O3).Ozonated 

Lactated Ringer; (DMSO) Dimethyl Sulfoxide. 

Table S5. – Percentage of inhibition of non-biological alternative therapies 

against Candida sp. 

Superscripts represent differences between treatments at the same dilution 

(a,b). (H2O2) Hydrogen Peroxide; (LRS) Lactated Ringer; (O3).Ozonated 

Lactated Ringer; (DMSO) Dimethyl Sulfoxide. 

 

  

 Klebsiella sp. 
 H2O2 LRS O3 Iodine DMSO 

1:2 100a 34b 32b 0b 15b 

1:4 100a 9b 15b 0b 10b 

1:8 100a 0b 2b 0b 0b 

1:16 100a 0b 0b 0b 0b 

1:32 100a 0b 0b 0b 0b 

1:64 100a 19b 0b 0b 0b 

1:128 99a 0b 0b 0b 0b 

C+ 0 0 0 0 0 

 Candida sp. 
 H2O2 LRS O3 Iodine DMSO 

1:2 94a 2b 22b 63b 72b 

1:4 100a 5b 22b 43b 6b 

1:8 100a 6b 30b 6b 0b 

1:16 99a 7b 32b 0b 0b 

1:32 99a 0b 28b 0b 1b 

1:64 99a 0b 33b 0b 0b 

1:128 99a 0b 20b 0b 0b 

C+ 0 0 0 0 0 
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Table S6- Products and mechanisms of action against microorganisms. 

Product Mechanisms of action 

 

Dimetylsulfoxide (DMSO) 

 

Postulated to reduce endometrial inflammation by 

scavenging free radical [35]. 

 

Lactated Ringer’s solution (LRS) 

 

Promotes mechanic uterine clearance, removing 

ROS, cellular debris and microorganisms [4] 

 

Hydrogen Peroxide (H2O2) 

 

Oxidizes lipids, proteins and nucleic acids and 

inhibit carbohydrate and lactic acid production 

leading to cell death [55] [56]. 

 

Ozonated LRS (O3) 

 

Ozone molecule bind to microorganisms’ cell 

leading to complete oxidation and cellular death 

[42] [57]. 

 

Povidone-iodine (Iodine) 

 

Penetrate in microorganisms and oxidizes the cell 

leading to death, and biofilm disruption [41][58], 

[59]. 

 

Platelet-rich plasma (PRP) 

 

Platelets forms microaggregates around the 

bacteria, secreting antimicrobial peptides that 

promotes bacteriostatic effect and can result in their 

death [16][17][51][60] 

Table S7. Results of Kirby-Bauer antibiotic sensitivity test for common drugs 

used in clinical practice. 

Microorganisms AMI AMP AMC CIP CPM CRO CTF DOX ENO GEN SUT PEN 

Staphylococcus aureus S S S I S S S S S S S R 

Escherichia coli S S S I S S S S S S S R 

Pseudomonas aeruginosa S R R S S S R R S S R R 

Klebsiella pneumoniae S R S I I R R R S R S R 

Abbreviations: AMI, amikacin; AMC, amoxicillin and clavulanate; AMP, 

ampicillin; COM, cefepime; CTF, ceftiofur; CIP, ciprofloxacin; DOX, 

doxycycline; ENO, enrofloxacin; GEN, gentamicin; PEN, penicillin G; SUT, 

sulfametoxazol+trimetoprima; R, Resistant; I, Intermediary; S, Susceptible. 
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Figure S1- Staphylococcus phylogenetic tree 
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Figure S2. Escherichia sp. phylogenetic tree. 



 

6 

 

Figure S3. - Pseudomonas sp. phylogenetic tree. 
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Figure S4. Klebsiella sp. phylogenetic tree. 
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