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Resumen

La microbiota vaginal desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de la
homeostasis del tracto reproductivo y fertilidad de los animales. En ovinos, su
composicion difiere de la descrita en otras especies ampliamente estudiadas donde los
lactobacilos abundan, lo que se asocia con caracteristicas fisiologicas particulares en el
ovino, como un pH vaginal cercano a la neutralidad. A pesar de su importancia, la
informacion disponible sobre la microbiota vaginal ovina y, especialmente, sobre su
interaccion in vitro con el germoplasma masculino ovino es ain limitada. Este estudio no
experimental y exploratorio tuvo como objetivo determinar las condiciones técnicas
necesarias para establecer in vitro la interaccion entre la microbiota vaginal de ovejas y
la viabilidad espermatica del semen ovino fresco. A partir de ello, se desarroll6 un
protocolo de aislamiento anaerobio en medio MRS, orientado a la recuperacion de
microbiota vaginal nativa con potencial aplicacion en biotecnologias reproductivas que
involucren el manejo de semen. Asimismo, se demostré que el empleo de diluyentes
alternativos, como agua de coco y leche UHT, junto con los extensores seminales, permite
preservar simultdneamente la viabilidad bacteriana y espermatica bajo las condiciones
experimentales evaluadas. Finalmente, la caracterizacion fenotipica confirmo el
aislamiento de cepas nativas de la microbiota vaginal, mientras que la evaluacién
mediante el sistema CASA evidencid que la interaccion entre la microbiota y el semen no
compromete la calidad espermatica. En conjunto, estos hallazgos proporcionan una base
metodoldgica para su uso en futuras investigaciones sobre la interaccién microbiota y

semen en protocolos de biotecnologia reproductiva en ovinos.

Palabras claves: aguade coco, CASA, leche UHT, Microbiota Vaginal Eubiotica, MRS.
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Abstract

The vaginal microbiota plays a fundamental role in maintaining the homeostasis of the
reproductive tract and fertility in animals. In sheep, its composition differs from that
described in other widely studied species in which lactobacilli are abundant, which is
associated with particular physiological characteristics of sheep, such as a near-neutral
vaginal pH. Despite its importance, available information on the ovine vaginal
microbiota, particularly its in vitro interaction with male ovine germplasm, remains
limited. This non-experimental and exploratory study aimed to determine the technical
conditions required to establish an in vitro interaction between the vaginal microbiota of
ewes and the sperm viability of fresh ram semen. Based on this approach, an anaerobic
isolation protocol using MRS medium was developed to recover native vaginal
microbiota with potential applications in reproductive biotechnologies involving semen
handling. Furthermore, the use of alternative extenders, such as coconut water and UHT
milk, together with seminal extenders, was shown to simultaneously preserve bacterial
and sperm viability under the experimental conditions evaluated. Finally, phenotypic
characterization confirmed the isolation of native strains from the vaginal microbiota,
while evaluation using the CASA system showed that the interaction between the
microbiota and semen did not compromise sperm quality. Overall, these findings provide
a methodological basis for future research on microbiota—semen interactions in

reproductive biotechnology protocols in sheep.

Keywords: Coconut water; CASA; UHT milk; eubiotic vaginal microbiota; MRS
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Introduccion

La microbiota vaginal esta conformada por bacterias comensales que ayudan al equilibrio
fisiologico del tracto reproductivo. Esta desempefia un papel determinante en el éxito
reproductivo ovino, ya que las alteraciones en su equilibrio se asocian con fallos en la
fertilidad, por lo que se ha identificado que la presencia de bacterias proinflamatorias en
el tracto genital puede comprometer la capacidad reproductiva del animal. (Serrano,
2020) describen que el microbioma de la vagina de ovejas en el resultado de la
inseminacién artificial en ovinos, donde encontraron que la composicion bacteriana del
tracto genital de las ovejas esta claramente asociada con el éxito o fracaso de la IA
(Inseminacion artificial). Asi mismo, los autores identificaron que la presencia de géneros
bacterianos como Mageebacillus, Histophilus, Actinobacillus y Sneathia se asocia con
menores tasas de prefiez y con rebafios que presentan elevados indices de fracaso en la
IA. Asi mismo (Reinoso-Pelaez, 2025) observaron que la microbiota vaginal puede diferir
su composicion entre ovejas gestantes y no gestantes, sugiriendo que su equilibrio

favorece la eficiencia reproductiva.

A pesar de que diferentes investigaciones han evaluado la microbiota vaginal y su
asociacion con resultados reproductivos a través de estudios observacionales, los estudios
experimentales que evallen bajo condiciones in vitro en como son compatibles tanto las
bacterias aisladas de la microbiota y los efectos sobre calidad espermética y pardmetros

del semen, son escasos.

Es esencial poder comprender como interactian entre el semen y la microbiota vaginal
para generar un desarrollo de estrategias que ayuden a mejorar las biotecnologias
reproductivas en ovinos. Al mejorar esta area, generando evidencia experimental mejora
el desarrollo de estrategias teniendo acceso a nuevas alternativas reproductivas ya que la
aplicacion de determinadas técnicas de IA, como la inseminacion laparoscopica, puede
generar una respuesta fisioldgica de estrés en las hembras, reflejada por el incremento de
los niveles de cortisol durante y después del procedimiento, lo que plantea
consideraciones relevantes en términos de bienestar animal y por ende su capacidad
productiva (Costa, 2026), sumado a los mayores costos dando limitaciones por parte de
pequefios y medianos productores al acceso a los beneficios de esta tecnologia

reproductiva (Asaduzzaman M, 2021), lo que demanda un mayor estudio de las
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biotecnologias reproductivas asociadas a la participacion de la microbiota en la

reproduccion.

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar in vitro el efecto de la microbiota vaginal
de cepas aisladas del tracto reproductivo de una hembra ovina adulta sobre la viabilidad
del semen ovino diluido en un crioprotector. Por ende, se tomd en consideracion
establecer condiciones asépticas de una oveja adulta obteniendo cepas microbianas del
tracto vaginal de un animal clinicamente sano, identificar el agente patogeno mas comun
en una hembra adulta aparentemente sana y aplicar un protocolo de toma de muestras y
aislamiento de bacterias anaerobias del tracto reproductivo de hembras adultas con una
microbiota eubidtica. Los resultados que se obtuvieron pueden contribuir a conocimientos
asociados a la interaccion que hay entre el espermatozoide y la microbiota

proporcionando informacién Gtil para la mejora de biotecnologias reproductivas.

Material y métodos

La investigacién se desarrollé bajo un enfoque cuantitativo y de tipo exploratorio con
disefio no experimental. Se estructurd en una fase de campo para la seleccién animal y
obtencion de muestras, y una fase de laboratorio para el aislamiento, caracterizacién
microbioldgica y la evaluacion de la interaccion in vitro entre microorganismos de la

microbiota vaginal eubidtica y semen ovino fresco.

La poblacion estuvo constituida por ovinos adultos bajo un muestreo intencional,
seleccionando una oveja clinicamente sana y un carnero con parametros reproductivos
Optimos. Como criterios de inclusion para la hembra se considerd la edad adulta, ausencia
de patologias reproductivas, condicion corporal adecuada y ningln tratamiento
antibidtico previo de 30 dias, excluyendo animales con alteraciones clinicas; del mismo

modo, se evalu6 la idoneidad clinica y seminal del carnero.

La recoleccion de datos combind la observacion clinica directa, fichas de registro y una
bitdcora de laboratorio para el control de procedimientos, temperaturas y tiempos. Las
muestras biologicas se procesaron mediante técnicas microbioldgicas convencionales
(cultivos, tincion de Gram, MALDI-TOF y antibiograma) y analisis cinematico del

semen, cumpliendo rigurosamente con las consideraciones éticas de bienestar animal.
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Figura 1.

Flujograma de evaluacion clinica de la oveja seleccionada para el estudio
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En la primera fase se evalud a la oveja con examen clinico completo y revision de historial
sanitario confirmando el estado de salud y descartando presencia de enfermedades en una
oveja adulta seleccionada para el estudio. Después de una valoracion fisica se tomé una

muestra con hisopo en fondo de vagina bajo condiciones asépticas.

Posteriormente se llevo la muestra al laboratorio de microbiologia, siguiendo un
protocolo de bioseguridad, se enriquecio con agua de peptona por 12 horas en incubacién
aerobia a 37° para posterior siembra en agar MacConkey incubando durante 24 horas de
forma aerobia a 37°. Al obtener las colonias se sembré en agar sangre para enviarlas a
MALDI-TOF.

Luego de obtener los resultados del laboratorio, la cepa conservada se sembr6 en Agar
Mueller Hinton y se colocaron cinco discos de antibi6ticos de uso frecuente en produccion
ovina: tetraciclina, amoxicilina, enrofloxacina, ceftiofur y trimetoprim/sulfametoxazol,

para poder determinar la susceptibilidad antimicrobiana.
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Figura 2.

Aislamiento de cepa bacteriana obtenida de muestra vaginal
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la interaccion in vitro:

En la segunda fase, una vez confirmado el estado clinico saludable de la oveja mediante
la revision de la ficha clinica y la evaluacién clinica, se realiz6 una nueva toma de muestra
mediante hisopado vaginal bajo condiciones asépticas. La muestra se inoculd en caldo
MRS vy se incubé a 37° durante 24 horas bajo condiciones de anaerobiosis, con el
proposito de favorecer el crecimiento de bacterias acido-lacticas (BAL).

Posteriormente, se realizd la siembra en agar MRS de la muestra obtenida tras el
enriquecimiento previo en caldo MRS. Las placas se incubaron a 37° durante 24 horas
bajo condiciones anaerdbicas. El tiempo total correspondiente para obtener bacterias
aisladas ante el enriquecimiento en caldo MRS (24 horas) y la posterior incubacion en
agar MRS (24 horas) fue de 48 horas.
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Para la identificacion presuntiva de las bacterias aisladas, se realizaron tinciones de Gram
para observar sus caracteristicas morfoldgicas y reaccion tintorial mediante microscopia,
ademas de la prueba de catalasa. La obtencidn de cepas presuntivamente compatibles con
bacterias acido-lacticas (BAL) se determind considerando las caracteristicas observadas

en la tincion de Gram y el resultado de la prueba de catalasa.

Las cepas obtenidas fueron denominadas “Tratamiento 1” debido a que corresponden al
primer grupo de microorganismos aislados y seleccionados de la microbiota vaginal de la

oveja para evaluar posteriormente su interaccion in vitro con el semen ovino.

Figura 3.

Fase experimental de testeo microbiolodgico + semen de carnero
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Como tercera fase tenemos la colecta de semen con vagina artificial y generacion de
tratamientos. Se colecto el semen y se llevo al laboratorio de reproduccién para evaluar
bajo el microscopio y verificar que tuviera >80% de motilidad masal y concentracion

espermatica > 4.5 x 106 espermatozoides/ml en el fotometro.

Se prepard una solucion madre de 1,8 ml de agua ultrapura, 0,6 ml de yema de huevo y
0,6 ml de Triladyl obteniendo 3 ml de diluyente en un tubo falcon. Ademas, se usaron
otros diluyentes en soluciones de dos tipos. La primera:0,5 ml de yema de huevo, 3 ml de
agua de coco y la segunda: 0,5 ml yema de huevo, 3 ml de leche UHT (ultra-high
temperatura). Se realiz6 el mismo procedimiento de colocar a bafio maria a una
temperatura de 37° en los tres diluyentes hasta la colecta de la muestra seminal, en estos
dos diluyentes no se usaron antibidticos. Al ser tres diferentes diluyentes subdivididos en
cuatro tratamientos cada uno, se trabajo con un diluyente por semana para su

correspondiente evaluacion.

Se obtuvieron tres colectas de semen ovino (una por semana) a una concentracion ~4800

x 108 espermatozoides/ml, que fue mezclada en cada diluyente.

Para la generacion de los tratamientos se coloco 1000 microlitros en cada uno de los tubos

eppendorf obteniendo los siguientes tratamientos:

e T1.- Solo Colonias bacterianas (obtenidas de la siembra en agar MRS)
(El tratamiento 1 tuvo un rol analitico que permitio verificar que las cepas seguian
vivas sin necesidad de la existencia de otro elemento).

e T2.- Semen + diluyente + 10 uL de solucion bacteriana (T2.1.-Triladyl, T2.2.-
Coco y T2.3.-Leche), en 1000 microlitros.

e T3 Semen + diluyente + solo caldo MRS (T3.1.-Triladyl, T3.2.-Coco y T3.3.-
Leche) en 1000 microlitros.

e T4.- Semen +Diluyente (T4.1.-Triladyl, T4.2.-Coco y T4.3.-Leche) en 1000

microlitros.

Se diluy6 138 colonias bacterianas obtenidas del tratamiento 1 en 1ml de agua ultrapura
ajustando visualmente a 0,5 McFarland, de esa dilucion se colocé 10 microlitros en el

tratamiento 2.

El grupo de tratamientos que se hizo con Triladyl se llevaron las muestras al laboratorio

de microbiologia durante 24h a 37° y fueron evaluadas a las 24 horas para posterior
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observacion de espermatozoides en el sistema CASA y de las bacterias, después de la

siembra en agares.

Los otros tratamientos de las soluciones con leche y agua de coco, se dejé en refrigeracion
a una temperatura de 5° durante 24 horas para después evaluar en el sistema CASA (T2,
T3, T4) y en la siembra en agares (T2) para la recuperacién bacteriana en agar MRS.

Finalmente, para identificar el tipo de bacteria de la microbiota se analizé las bacterias
aisladas de la mezcla con cada uno de los diluyentes; contrastando los resultados con las

coincidencias del proceso anterior.

Resultados
Tabla 1.

Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos bacterianos

£ ie Bacteri Antibioticos 7
SPECie bacteriana TE AMX ENR EFT SXT
E. coli S S S S S

Método usado para la susceptibilidad antimicrobiana fue de difusién en disco (Kirby-
Bauer) de acuerdo al criterio de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

El resultado obtenido en MALDI-TOF confirmd Escherichia Coli obtenidas del
enriquecimiento en agua de peptonas y sembradas en agar MacConkey de muestra vaginal
ovina, por lo tanto, los resultados interpretados bajo la guia de CLSI la cepa Escherichia
Coli no presentd resistencia o susceptibilidad intermedia a ninguno de los cinco

antibioticos evaluados, determinando como susceptible a todos ellos.

Al poder determinar la susceptibilidad de los antimicrobianos evaluados permite
complementar la caracterizacion microbioldgica de la muestra vaginal obtenida de una
oveja clinicamente sana, a su vez toma relevancia ya que la E. Coli constituye a un
organismo de importancia por su resistencia antimicrobiana, un estudio realizado
consistié en 500 aislamientos e identificO resistencia del 21% a ceftiofur, 53,2% a
tetraciclina, 34,2% a enrofloxacina, 43,6% a la ampicilina, sulfisoxazol un 82,4%, ademas
que del 75,4% presentd resistencia a mas de tres antimicrobianos que fueron resaltados
como multirresistentes (Zhao, 2021). Por lo tanto, el resultado obtenido no presentaba un

fenotipo resistente, sin embargo, hay que tomar en cuenta que en el estudio se identifico
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de una sola hembra ovina y no puede presentarse de que la E. Coli de origen vaginal

presenta sensibilidad generalmente ante estos antimicrobianos presentados.
Comportamiento de los tratamientos formulados con Triladyl como diluyente

En los tratamientos realizados con el diluyente a base de Triladyl se mantuvo el mismo
disefio experimental con la diferencia que se incubo a 37°, finalizando el periodo de
incubacion por 24 horas no se observd vitalidad espermatica y no se obtuvo la
recuperacion bacteriana. Debido a la muerte de los espermatozoides en los tratamientos
formulados con este tipo de solucién madre, no fueron incluidos para el analisis de los
parametros de movilidad espermatica en el sistema CASA. La ausencia de bacterias post-
incubacion podria estar relacionado con la composicion antimicrobiana que contiene el
Triladyl como la tilosina, espectinomicins, gentamicin y lincomicina (Abdel-Aziz
Swelum, 2019). Las condiciones de conservacion de semen son determinantes, una
revision sefiala que durante el almacenamiento el espermatozoide puede sufrir estrés
osmotico, térmico y bioquimico asociandolos con alteraciones de membrana, disminucién
en la produccion de ATP, entre otros, a su vez indica que en protocolos de conservacion
liquida el semen después de la eyaculacion se mantiene a 37° para conservar a 5° — 15°
(Rizkallah, 2022).

Tabla 2. Andlisis de efecto de Bacterias y Diluyentes sobre la Calidad Espermatica.

Tratamient No

Progresivos . Inmoviles STR% LIN%
0 Progresivos
T2(semen+
diluyente + 36,50 + 5491 +
bacterias) 14,56 £ 2,75 48,64 + 37,54 40,72 3.45 37,69 + 3,87
(n=6)
T3
(semen+dilu 27,85 + 49,96
yente+caldo 12,61 + 355 60,55 + 40,78 38 64 754 31,17 £ 9,68
)(n=6)
T4 1752+ 5518+
(semen+dilu 19,69 £ 3,18 62,77 + 19,26 NS . 38,60+218
16,04 1,61

yente) (n=6)
Valor p 0,217 0,907 0,859 0,553 0,503

_ 49,77 £ 56,32 +
Coco (n=9) 16,56 £4,83 34,32+ 13,72 18,81 103 39,52 +1,32
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LecheUTH 1) 684300 80324787 4804378 °2938% 35114683
(n=9) 5,04
Valor p 0.631 0,007 0015 0116 0138

Datos obtenidos de la evaluacion en el sistema CASA.

El andlisis en el efecto de los tratamientos sobre la calidad espermaética, no hubo
diferencias estadisticas entre el T2 (semen+diluyente+bacterias) frente a T3
(semen+diluyente+caldo MRS) y T4 (semen+diluyente), lo que indica que el caldo MRS
0 bacterias no afectan la progresividad ni cinematica del semen. En cuanto a los diluyentes
si se encontrd diferencias estadisticas en los porcentajes de espermatozoides no
progresivos (p=0,007) e inmoviles (p=0,015). En el caso de la leche presentd un
porcentaje mayor de espermatozoides no progresivos en comparacion del diluyente con
coco, sin embargo, el porcentaje de espermatozoides inmdviles fue mayor en el diluyente
con coco a comparacion del de leche. No se observé diferencias significativas en los dos
diluyentes para el porcentaje de espermatozoides progresivos (p = 0,631), STR (p =
0,116) y LIN (p = 0,138).

El resultado obtenido de este estudio difiere parcialmente de lo que fue reportado por
(Yaniz, 2010), indicando que la contaminacion bacteriana del semen disminuia su calidad
en viabilidad, velocidad y motilidad durante su almacenamiento a 15°, usando cultivos
puros de bacterias de forma individual como la E. cloacae, P. mirabillis, E. coli, entre
otros, la E. coli dio un marcado deterioro de estos pardmetros, mientras que en nuestro
estudio mezclo a bacterias recuperadas de la cavidad vaginal mediante el cultivo en agar
MRS y fueron diluidas en agua ultrapura. Sin embargo, el estudio también observé que
lamovilidad y progresividad no se vieron afectadas si las enterobacterias no eran mayores
a 100 UFC/mL. Por lo tanto, al poder ver que no hay diferencias significativas bajo
condiciones experimentales usadas como el tipo y concentracion de bacterias, la
comunidad de bacterias que se cultivo no produjo alteracion detectable en los parametros
establecidos por el CASA.

Por otro lado, se pudo observar que el tipo de diluyente produjo diferencias significativas
en el porcentaje de espermatozoides no progresivos e inmoviles. El uso de la yema de
huevo y leche como diluyentes para el semen ha sido estudiado por su capacidad en
proporcionar componentes protectores manteniendo la funcionalidad espermatica en su
conservacion. (Galarza, 2020), evalud el semen de carnero refrigerdndolo con un

diluyente a base de yema de huevo y leche descremada y observaron modificaciones
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favorables en los parametros cinematicos e integridad de la membrana. En cuanto con el
agua de coco y yema de huevo mostr6 mayoria en espermatozoides inmoviles, esto se
podria ver relacionado a su composicién, ya que, se ha demostrado ciertos resultados
variables dependiente de su formulacion y conservacion segin estudios realizados
demuestran que los diluyentes basados en coco es una alternativa como conservacion,
aungue su desempefio dependa de su composicion, especie, tiempo, tipo de coco y método
de conservacion (Cavalcante, 2014); (Reis, 2023).

En los pardmetros de trayectoria espermética (STR) y linealidad (LIIN) no hubo una
diferencia significativa entre los dos diluyentes indicando que a pesar de que los
diluyentes modificaran la proporcion de los espermatozoides (espermatozoides no
progresivos e inmdviles), no se evidencié alguna modificacion significativa de forma

estadistica en patrones de trayectoria de espermatozoides que estuvieron maviles.
Identificacion presuntiva de las bacterias aisladas en agar MRS

A partir de las muestras obtenidas de un hisopado vaginal se obtuvo colonias bacterianas
en agar MRS, se seleccion0 aislados para identificar mediante prueba de catalasa y tincion
de Gram. Post-tratamientos se hizo el mismo procedimiento mencionado en la

metodologia dandonos los siguientes resultados del cuadro 3.

Tabla 3. Identificacion presuntiva

Aislado Tincion de Morfologia Catalasa Identlflca_mon
Gram presuntiva
Tl Gram positiva Bacilos Negativa Compatible con BAL
cortos

. .. Bacilos . .
T2 — Diluyente 1 Gram positiva cortos Negativa Compatible con BAL

. .. Bacilos . .
T2 — Diluyente 2 Gram positiva cortos Negativa Compatible con BAL
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Imagen 1.

Identificacion microscopica de aislados Imagen 1.
bacterianos mediante el método tincion de Gram. Se pudo observar bacterias Gram
positivas, siendo de predominancia la morfologia bacilar corta. Las mismas

caracteristicas fueron observadas en el tratamiento 1 y tratamiento 2 de los dos diluyentes.

Las bacterias acido lacticas en el tracto reproductivo se relaciona con el equilibrio y efecto
protector ante agentes perjudiciales en el tracto reproductivo estudios han identificado
que la composicion microbiana se relaciona con resultados en el area de reproduccion ya
que destaca su salud reproductiva en la hembra ovina (Reinoso-Pelaez, 2025). Un trabajo
reciente hizo una evaluacion en la incorporacion de bacterias acido lacticas en el semen
de carnero diluido y estudié como era su interaccién dando como resultado un >75% en
condiciones de la motilidad espermaticas sin observar efectos adversos sobre la
fragmentacion de ADN (Toledo-Perona, 2026). En concordancia con los antecedentes
presentados en nuestro estudio no se encontro diferencias significativas entre las bacterias
y los parametros del sistema CASA dando como resultado que bajo condiciones
controladas no produjo alteracion detectable, sin embargo, no se puede atribuir a las
bacterias acido lacticas tiene efecto protector o antibacteriano sobre el semen ya que
nuestro objetivo no incluyo inocular una bacteria especifica para la cuantificacion de su

inhibicién como lo hizo el estudio de (Toledo-Perona, 2026).
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Discusion
A diferencia del modelo humano, caracterizado por la dominancia de Lactobacillus y un
entorno &cido, la vagina ovina presenta un pH neutro y una comunidad intrinsecamente
polimicrobiana y diversa. En este ecosistema, la caracterizacion microbioldgica confirmo
la presencia y adaptabilidad de bacterias &cido-lacticas, las cuales, a pesar de su baja
abundancia relativa en rumiantes, cumplen un rol fundamental en la modulacion del
microambiente vaginal (Reinoso-Pelaez, 2025). Aislar estas poblaciones benéficas
representa un reto metodoldgico que requiere medios enriquecidos selectivos para su

correcta captura frente a la alta diversidad nativa (Swartz, 2014).

En cuanto a la conservacion seminal, el uso del extensor comercial Triladyl e incubado a
37 °C durante 24 horas provoco la pérdida total de la viabilidad espermatica y la ausencia
de desarrollo microbiano. Esto demuestra que los diluyentes comerciales disefiados para
criopreservacion no son aptos para la conservacion liquida prolongada a temperatura
corporal, debido al estrés térmico, osmatico y metabdlico, sumado a la accion sinérgica

de sus agentes antimicrobianos especificos (Rizkallah, 2022).

Por el contrario, los diluyentes alternativos evaluados en refrigeracion 5 °C permitieron
analizar la interaccion con las bacterias sin que su adicion afectard negativamente la
cinematica espermatica evaluada mediante el sistema CASA (p > 0.05), un hallazgo
consistente con otros estudios sobre compatibilidad microbiana en semen ovino diluido
(Toledo-Perona, 2026). No obstante, se identificaron diferencias significativas atribuibles
a la naturaleza de los diluyentes: la leche UHT incrementd los espermatozoides no
progresivos (p = 0.007) gracias al efecto protector de sus caseinas sobre la membrana
plasmatica, mientras que el agua de coco elevd los porcentajes de inmovilidad (p = 0.015),
lo cual podria relacionarse con variaciones osmoticas o composicionales del sustrato
vegetal (Reis, 2023). A pesar de estas variaciones, los pardmetros de velocidad y
linealidad se mantuvieron estables (p >0.05), lo que respalda el potencial de estos
diluyentes alternativos para futuras investigaciones en biotecnologias reproductivas

ovinas.
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Conclusiones

Mediante condiciones asepticas en la toma de muestra, en el cultivo en caldo y agar MRS
se logré recuperar y obtener bacterias que son cultivables a partir del tracto reproductivo
de una hembra ovina adulta clinicamente sana. Tras descartar indicios de infeccion
mediante evaluacion clinica, ficha y susceptibilidad ante los cinco antibidticos evaluados,
se identificd la coexistencia de bacilos cortos Gram positivos en el tracto vaginal,
confirmando la diversidad fenotipica de la microbiota vaginal ovina saludable. Como
punto importante bajo las condiciones evaluadas entre el semen y las bacterias fueron
capaces de su recuperacion en condiciones experimentales, de la misma manera el semen
no mostro resultados significantes en su cinematica ante esta interaccion. No obstante,
estas cepas requieren ser purificadas para facilitar su caracterizacion y potencial

aprovechamiento en futuras investigaciones.

La presencia de bacterias cultivables no produjo alguna diferencia significativa en
pardmetros evaluados por el sistema CASA por lo tanto el método disefiado para la toma
de muestras y cultivo anaerdbico en medio MRS, permite el aislamiento de cepas nativas
de forma eficiente, permitiendo su viabilidad posterior a las pruebas de interaccion con
muestras espermaticas. Por lo tanto, bajo las condiciones experimentales utilizadas, la
adicion de estas bacterias al semen ovino no evidencié un efecto beneficioso ni perjudicial

detectable sobre la cinética espermatica.

Es asi que la implementacién de este protocolo genera una base técnica para la obtencién
de muestras de microbiota vaginal ovina y su posterior aplicacion en biotecnologias
reproductivas puede ayudar a futuras investigaciones para evaluar aislados bacterianos de
forma individual con identificacion molecular para estudiar su viabilidad espermatica. De
la misma manera es esencial controlar el tipo de diluyente, presencia de antibidticos el
tiempo de la evaluacién o incubacion, temperatura a conservacion y el uso recomendable

de bacterias 4cido lacticas.
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