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RESUMEN

NOVOA OROZCO, ALFREDO: Efecto inhibidor de Ja gentamicina
sobre la proliferacién bacteriana de semen porcino diluido
en BTS almacenado durante tres diasg. (bajo Ja direccién de:
Joaquin Becerril Angales, Maren Antonio Soto Flores,
Concepcién Diarx Rayo, Flda A. Jiménez Guerra y Ricardo

Navarro Fierro).

con el proposito de prolongar la vida fértil de los
espermatozoides se han elaborado varios tipos de diluentes,
pero la contaminacion bacteriana provoca una caida abrupta
en la viabilidad y fertilidad al almacenar el semen por mas
de tres dias. Para evaluar la conveniencia de agregar un
antibibtico al diluente, se realizé un estudio en la Granja
Experimental Porcina "Zapotitlan” de la Facultad de Medficina
Veterinaria y Zootecnia de 1a UNAM. Se optuvleron traeinta
eyaculados de ocho verracos. Una muestra de cada eyaculada
se diluyé en una solucidn BTS sin antibidtico vy otra en
solucién BTS con gentamicina (0.030g/)itro). Las muestras de
semen con y sin antibistico Ffueron almacenadas y s
sembraron a las 0, 24y 72 hs en Gelosa Sangre, Agar
Selectivo para Streptococcus v Agar MacConkey, realizéndose
las lecturas de crecimiento entre 18 y 24 hs posteriores a
la siembra. E] anAlisis de la - concentracién bacteriana se
realizd dentro de cada medio de - cultivo previa

transformacién logaritmica, utilizando un modelo factorial,



el grupo ‘(con y sln antibidtico) ¥ el rtiempo de .qimmhra
fueron los factores del mnodelo. Fn el anadlisis de a
concentrarcidén bactertiana en Agar MacConkey Yy e=n Apar
Selectivo para Sireptococcus se encontraron afectas
significativas (p¢.01) de grupe y hora de siembra ast comn
la interaccion (grupo x hora). No asi en Gelosa Sangre donde
s6lo fueron significativos (p¢.01) los efectos de grupo y

hora. Los péneros bacterianos mas frecuentes en el semen

diluido con antibiético fueron: Baclllus spp. y Klebsiella
pneumoniae; para el semen diluido sin antibioético fueron:
Exoteus mpiriabllls, Bacillus SPP. , Staphylococcus
epldermidis, Klebaiella pneumonfae. Enterobacter cloagae,
Escharichia coll vy Pseudomona dimiputa.. En el semen sin
diluir se encontrsd: Bacillus spp. . §£§2nxlgqqqqﬁs
epidermidis. Proteys miriabilis, Pseudomona xbytzeri y

Pseudomona diminuta. En los tres medios utilizados el
crecimiento bacteriano fue mucho mayor an &) semen diluido
sin antibidtico, independtentémente de 1la hora de siembra.
la adicién de 30 mg de gentamicina por Jitro de diluente
demostréd ser benéfica para inhibir el crecimianto

bacteriano.



“

brinda la oportunidad de utllizar sementales de cxcolente

calldad genatica (8,14,20).

Antes de preparar las dosis de semen, dete ovaluarse la
motiltidad, 1la concentracién vy la morfologia de los
espermatozoides, debida a que se ha demostrade que Ja
fertilidad se correlaciona estrechamente con dichems factores

(14,20).

Con el proposito de prolengar la wvida fertil de Jos
espermatozoides mas alla del dia de su coleccioén, se han
elaborado varios tipos de diluente, los cuales difieren
entre si por el tipo de ingredientes que contienen y 1la
céncentracibn a la que =ze encuentran (%,6,7). Como ejemplo
de ellos tenemos los sigulentes: Kiaw, Reltsville Thawlng
Solution (BT3S), Zorlesco, Modena, Beltsville lLiquid Fxiender
(Bl.-1), Illinois Variable Temperature (IVT}). Todos ellos
requieren al ser dilJuidos con el semen, mantenerse a una
temperatura de almacenaje de 18°C + 2°C (6,7,17,18,19). Sin
embarge muy pocos de estos diluentes tlenen la capacidad de
almacenar el semen mas alla del tercer dia de su coleccion
sin que se registre una caida abrupta en los porcentajes de
viabilidad vy fertilidad (7,15,18,19), éste es de Jos
principales problemas que limitan el desarrollo de la iA

(18).

Se han realizado esfuerzos por encontrar un djluente



que asegure una larga preservaciédn de]l semen (15), tal es el
caso del diluente IVT saturado con COa almacenado durante
cinco dias a una temperatura de 15°C con el cual se han
obtenido niveles aceptables de concepcién y tamafio de Ja

camada (15),

Bamba et al, (2) demosiraron que el suerco sanguineo de
cerdo adicionado al seman diluido mantiene la morfologia vy
motilidad de 1los espermatozoldes durante siete dias de
almacenaje. Sin embargo, el uso de ambox tipos de diluente
nc es practico bajo condiciones de campo debide a la
diricu]tad de preparacién y almacenamiento que implican

dichos diluentes.

La ceontaminacién bacteriana del semen, constituye un
riesgo tanto para el almacenamiento del semen, como para la
salud reproductiva de la cerda (1,2,4,21,23), F) cerdo, a
difefencia de otras especles domésticas, cuenta con una
bolsa llamada diverticulo prepucial, que se lacaliza en la
pared dorsal de la cavidad prepucial, tiene forma de pera y
se comunica con el prepucio a través del orificio prepucial,
su capacidad es dé 20 a 100 ml. El contenido del diverticulo
esti constituido principalmente por orina, semen Y restos
de descamacién celular, siendo  ademas un excelente medio
para el c¢recimiento bacteriano, el c¢ual puede 1tener un
promedio de 15 a 100 millones de bacterias por mililfitro

{(1). E1 tipo de bacterjas aisladas con mayer frecuencia del



diverticule son: Esecherichia ¢nli, Pseudomona spp., RBasillus

spp., Stap COCCUsS

Entercbacter spp..
Alcalirenes spp., Sarrabtia spp. (4,21,23,24).

Esto representa un problema muy seric al momanto da la
colecciédn del semen, ya que es  imposible realirarla  sin
contaminacién bacteriana al mezclarse secraclones  del
diverticulo prepucial con el semen'(J,ZA)i l.a mayoria de las
bacterias sefialadas pueden no tener un efecto patdgeno en el
aparato reproductivo de Ja cerda, sin embarpga e ha
demostrado que sus desechos metabélicos resultan ser téoxicos
para los espermatozoides (3,2,21,23), y de esta forma se
acorta el tilempo de vida de 1los espermatozoldes y, por
consiguiente, el periodo de almacenamiento disminuye de
manera considerable., Por lo tanto, es poslble prolongar el
paeriode de almacenaje de Jos espermatorzoicdas  entre  una
temperatura de 15 2 22°C , si 1la proliferaclsn bacteriana es
controlada (3,2,21). Para tal efecto se han propuesto varias
opeliones, una de ellas es la llevada a cahe por Bamba ef
al. (2) qulen adiciond albumina sérica al semen diluido de
cardo obteniendo buenos resul tados, I.a extirpacian
quirturgica del diverticulo prepucial es otra forma de
control bacteriano, asi Jo demostiré el trabajo realjzado por
Aamdal et al. (1) en donde se logréd reducir la contaminaclén.

bacteriana del 50-80% en animales adultos.



lL.amentablemente Ja aplicacién a nivel de campo de los
dos métodos anteriores no es practico por lo que la opeildén
mas idénea para el contrel bacterfano en semen dijuido de

cerdo es la adicién de antibldticos en el diluente.

Tamuli et al. (23) realizaron un estudio para
determinar la flora bacteriana que contamina el semen de
cerds v al mismo tiempo elaboraron un ant?blograma de las
bacterias aisladas, encontrando que el 99% de ellas fueron
susceptibles a la gentamicina y 80 a 90% de las bacterias
fueron susceplibles a Ja kanhamicina, el mizstmo estudio revelh
que la mayoria de las bacterlas (80%) fueron resistantes a
la penicilina y estreptomicina. Fstios dos anlibhidticos han
sido comunmente utilizados en los diluentes de semen aldn
cuando se ha demostirado en varias ocasiones su inefectlividad

(2,10,21,22,23,24),

Sone et.__al., (21) probaron 9 antibidticos para el
control de once Lipos de bacterias aisladas de) semen de
cerdo. Como resultado, los aminoglicosidos, la dibekacina,
la amikacina y la gentamicina demostraron una marcada accibn
antibacteriana contra todas las bacterlas'probadas. Ademas
su concentracién minima 3nhhibitoria fue mucho menor
compatrada con la que se utiliza para penicilina y
estreptomicina vy que se ha vistLo que €stas son praclicamerntie
inefectivas en el control de Pseydomona especle com’inmente

encontrada en el semen.



En un experimento realizado para determinar 1a
combinacién mas eficiente de antibidtices en =1 contral
bacteriano de semen de cerdo, se encontrd que la aseciacion
en la cusl existe gentamicina o kanamicina  como  Jos
antibiéticos base, demostraron poseer una maxima eficiencia
en el control de Jlos diferentes sgéneros bacterianos que
contaminan el semen. La penicilina fue la menos eficlente de
todos los antibiédticos probados (10). Morar el _al (12)
eliminaron la contaminacién del semen de verraco con
Pseudomona aeruginoza al afiadir gentamicina al 0.3%. ILa

fertilidad al usar el semen tratado fue de 83%.

Sin embargo es bien sabido que muchas bacterias han
llegado a adquirir resistencia hacla varios tipos de agentes
antibacterianos. Por 1lo tante, es necesario poner atencién
continuamente para reducir el desarrollo de .la flora
resistente en e] campo de la preservacién de semen de cerdo
y utilizar los antibidticos mas aproplados con los cuales se

‘]ogre una buena reduccién de la cuenlLa bacteriana en el
semen almacenado durante 72 horas sin provocar un efecto

detrimental en los espermatoroides (21,22).



A. Objetivo,

Evaluar el efecto inhibidor de la gentamicina sobre la
proliferacidn bacteriana en semen porcino diluido en BTS ¥

almacenado durante tres dias.
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II. MATERTIAL Y MFETODOS

A. Localizacién:

El estudic se real$zé en la Granja Fxperimental Porcina
Zapotitlan (GEPZ), de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UNAM, ubicada en Ja ba}Je Manuel M. Lopex
s/n en el perimetro del puablo de Zapotitlan, Delegacién de
Tlahuac D.F. Geograficamente estid ubicada en la parte
sureste de la Cuenca dei Valle de México, a 19°18' de
latitud norte y a 99°2'30'°’ de longitud oceste del Meridiano
de Greenuwich, a una altura sobre el nivel del mar de 2242 m
y con una presioén de 558 mm de Hg. Segun Ja clasificaciéon de
climas de Koppen, é&esta regién pertenece al tipo (CW),

tenplado con lluvias en verano (9).

El estudio bacterioléogico se efectud en al Laboratario
del Departamento de Produccién Anima): Cerdos, de 1a
Facultad de Medicina Veterinaria vy Zootecnia de la UNAM,

ubicada en Ciudad Universitaria, D.F.
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B. Animales Experimentales:

Se utilizaron ocho verracos, dos de cada una de las
razas Hampshire, Durcc, lLandrace y Yorkshire, integrantes
del grupo de verracos utilizados para la coleccidn de semen
de la GEPZ. Se colectaron un total de treinta eyaculados
mediante €l método de la mano enguantada descrito por
Hglrote (11,17), racibiendo el eyaculado en un termo para

evitar el choque térmico de Jos espermatozoides.

Se préparb la solucidn BTS con égua bidestilada con v

sin antibiético, utilizando gentamicina (30mg/litro).

Para los cultivos bacterlolégicos se amplearon 3
nedios: Ge&losa Sangre, Agar Selectivo para Streptococcys y

Agar MacConkey para Gram negativos.

C. Grupos experimentales:

Se tomarén Sml de cada eyacul ado sin  diJuir
efectuandoge una siembra tnica en Gelosa Sangre, Agar
Selectivo para Streptococcu ¥y otra en MacConkey. Fl semen
diluido  con y sin antibiético =se muestredé haclendo
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diluciones decimales con soluclén sallna Eisioldgica desde
10-* hasta 10-® para ser sembrado en Gelosa Sangre, Agar

Selectivo para_ _Streptococgusg y agar MacConkey para Gram

negativos; de acuerdo a 1o indicado en el cuadro 1.

D. Procedimiento experimental:

Se obtuvo el -SEIGH . en el corral de coleccidn,
utilizando el potro de monta y siﬁujendo el método de la
mano énguantada descrito por Melrose (11,17). Se traslads de
inmediato al laboratorio de JA donde se tomaron Sml de semen
sin diluir, y la dilucién deal semen se realizé de acuerdo al
proce&ilienco rutinario que se utiliza en la Granjia
Experimental Porcina ~Zapotitlan, que consigte en la
evaluacion y dilucién del! semen en el diluente RTS, segin la

técnica descrita por Pursel et al. (16).

La alicuota de semen sin dlluif y las dosis diluidas en

BTS sin antibiético, se llevaron al Jaboratorio de
diagnéstico del Depto. de Prod. Animal: Cerdos, donde se
cultivé el semen sin diluir en gelosa sangre, agar selectfvo
‘ pars Streptococcys y agar MacConkey como siembra inica.
Ademas, en cada caso de las dosis de semen diluido se
efectuaron dilucionas decimales con solucison salina

fisjiolégica desde 10-* hasta 10~® para ser sembrado ean
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galosa sangre, agar selectivo para Streptococcus y  agar
HMacConkey, para determinar el tilpo de crecimiento y conteo

de colonias bacterianas.

El cultivo de semen dilJuido se realizé a Jas 0, 24 vy 72
horas de almacenado. Las lecturas del crecimiento bacteriano

se llevaron a cabe entre las 18 y 24 horas siguientes a su

siembra.

La identificaciédn bacteriana se realizé con pruebas

bioquimicas de acuerdo a Cowan (3).
E. Anslisis Fstadistico:

fara el anAlieis estadjstico se Lomaron dos conjunios

de informacién:

En el primero se examind la proporciéon de muesiras en
que ocurrid el crecimiento bacteriano en el semen sin diluir
¥y en el semen con ¥ sin antibioétice al momento de diluirlo,

-.aplicando los métodos para tablas de contingencia o2

descritos por Navarro (13).

£n el segundo se evalué )a concentracién bacteriana en

el semen con y sin antibiético en cada uno de los tiempos de
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lectura. Al efecto se aplicd un andlisis de varianza con un
modelo factorial 2x3 con Interaccién, hacliendo el analisis
por separado para cada medio de cultive y utilizando 1la

transformacioén logaritmica.



TII. RESULTADOS

Se obtuvieron un total de trefinta eyaculados

procedentes de ocho cerdos que forman parte de un programna

de I.A. El grupo con antibiotico tuvo significativamenie

"menos unidades formadoras de colonias (UFC)

que el gue se
diluyé sin  antibidtico (p«.01). Se

jdentificaron nueve
génercs bacterianos en los trés diferantes tratanientos, su
frecuencia y distribucién se muestran en Ia Cuadro 2. Fn el
caso del semen dilutdo con antibiotico, 50% de las muestras
no ragistraron crecimiento bacterianc, en contraste con el
samen diluido asin antibiotico, en donde todan las muastras
presentaron crecimiento bacterianc. Para ) semen sin diJuir
86lo se obaervé un 16.6% de muestras sin crecimianto.

tipos de Dbacterias atsladas con mayor

Lns
frecuencia en el
semen diluido con antibidético fueron Bacillus spp. seguido
‘por Kliabsiells ensumcnias; en ot

antibiético la bacteria mas

semen diluido sin
coman fue Proteus miriabilis v
en  menor frecuencla Baglllus spp.. Staphvigcoccus
Eacherichia coli v EBseudomona diminuta. El semen sin dilutr
presentd los slguientes tipos de bacterias: Bacillus spp..
Stephylucoccus epidermidis. Proteus miriabilis. Pseudomona
atutzeri v Paeudomona diminuta.



16

El {incremento de las UFC con el tiempo fue
significativo siendo altamente significativa la diferencia
de cada tiempo de nmnuestreo al siguilente (p«.01; Cuadro 3).
Losk rangos del conteo bacteriano en el semen diluido con
antibiético y en el semen diluido sin antibidético se

muestran en &1 Cuadro 4.
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IV. DI SCUSTIGCN

El tipo de bacterias aisladas fueron simjlares a las
indicadas por Walts et _al. (24), Tamuli et al, (23} v Sone
et al. (21). El efecto patolégico de la mayoria do nwhros
organismos no se ha determinadec claramente, sin embargo sus
desechos metabdlicos tienen efectos detrimsntales para  la
sobrevivencia de los espermatozoides (1.,2,21,23), lo que

ocasiona un acortamiento en el periodo de alwoaconaje del

semen diluido.

La c¢oncentracién bacteriana en este caso fue muy
elevada comparada con la que sefialan Walts et _al. (24), en
cuyo experimento se identificé un rango de 0 a 3800
bacterias por ml en el semen sin diluir. ElI mismo
experimento demostré que la neomicina a razéon de S00 meg por
ml de diluente, fue efectiva contra casi todos los géneros
bacterianos aislados. Por su parte Tamuli et al. (23}, eon un
estudio realizado para determinar 1la flora microhiana del
semen de cerdo, encontraron que el 62.47% de las muestras de
semen sin diluir vy el 79.03% de 1las muestras = ::men
diluido, produjeron bacterias, La mayoria de las bacterias
(99%) fueron susceptibles a la gentamicina a una

concentracién de 32 mcg por ml de diluente.

‘Sone et al. (21), realizaron un exberimento para
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determinar el afecto de varios antibidtices asehre al coalrol
bacteriano en semnen de cerdo ¥y encoulraron quée =1 I5% doe
las muestras de semen sin diluir tuvieren c¢recinianto
baéteriano con  un rango de 0 a 5100 bacterias por ml ademas
se demostrd que los aminoglicocidos come la dibekacina.
amikacina vy gentamicina tuwvieron una marcada accidn
antibacteriana a una concentracion de 6.25 meg por al de
diluente, que es mucho menor que la empleada para penicilina

y estreptomicina.

La siembra de las cero horas se llevo acabo dos horas
despues de haberse realizado 1la dilucion del semen con la
mezcla de BTS y gentamicina, lo que dio oportunidad a que
actuara el antibiotico, por lo que los niveles de UNC eon o

sin gentamicina son diferentes.

La elevada concentraciédn bacteriana en el presente
experimento probablemente se debid a varios factores, entre
ellos la técnica de coleceién, ya que el tratamiento previo
a esta consistid en la evacuacidn del liquido prepucial y el
secadoc del pene con una toalla de papel. Aun cuande esto fue
realizado con Jla mayor asepsia., no se pudo evitar la
contaminacién debido a los residuos del liquido prepucial,
dado que el trabajo se realizé bajo condiciones de campo.
Algunos trabajos citados por Walts et_al, (24) muestran cque

el numero de bacterias encontrado puede variar con el métndo

de coleccién, lo misme demuestiran los trabajos realizados
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por Sahno Yy Sinjauwa, que Javaron el prepucio del cerdo
previo a la coleccidn, rediuclendo la contaminacison
bacteriana. Aamdal et al, (1), redujeron enire un 50 y un
80% la contaminacion en el semen de cerdos adultos y iin 30%
en cerdos Jjovenes mediante Jla remociédn quirargica del
diverticulo prepucial. Otra fuente de contaminacién 1a
constituys, probablemente, e] materjal empleado en la
coleccion, dilucién y envasado del semen diluido, que sélo
fue lavado con agua corriente y enjuagado con agua
bidestilada.

E}l crecimjento bacterianoe en e} semen dilulde con
antibidtico fue considerablemente menor que en el semen sin
diluir y que @l semen dilujido sin antibidtico; por lo tanto
sa concluye que la adtcion de 30 mg de gentamicina por litro
de diluente demostrd ser benéfica para inhibir el

crecimiento bactertiano.

ESTA TESIS M3 O68E
SUR B LA dliGlEBA



CUADRO S
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CUADRQO 1
GRUPQS EXAPRRIMENTALES DE _ACUERDO Al
| T )
MUESTRAS TIEMPO Y TIPO DE CULTIVO
o h 24 _h 220
Semen, sin dildir GS - -
Me - -
Strep = hd
Semen diluido con
gentamicina GS s GS
Mc Mc Mc
— Strep _ Strep Strep
Semen diluide sin
.;entauicina Gs GS Gs
He Mc Mc
Strep Strep Strep

88> Agar Gelosa canere
Mc= Agar MacConkey
Strep= Agar selective para Streptococcus



CUADRO 2

FRECUENCTIA Y DISTRIBUCION DE I.AS BACTFERTAS DE _ACUERDO_A!.
TRATAUIENTO

e e e et
E BACTERIA Y PORCENTA.JE DE

TIEMFO MEDTIO DE TIFG D
{hs) CULTIVO PRESENTACYON A
)3 Pd Pm Se. _ __Kp.  Ecl Fc. .Ps 12
GS ad  44% - - - ~ - - - -
4] Me ed ~ 3z 9% ~ - - 9% 6% -
Strep sd = - - 3% - - - =
GS cg 19% - - ~ -~ - - - -
sp 48% - - - -~ = - -
[« Mc cg - - - - T - - -
se - 3% 10% -~ 6% 3% 3% -
Strep cg - - ~ ~ - - - - -
34 = = = 10% - = = - __3.58%
Gs cg 27X - - ~ - - ~ - -
sg 29% - - -~ - - - - -
24 Mc cg - - - - - - - - -
sg ~ 3% 72% -~ % e - - -
Strep cg - - - - - ~ - - ~
8E = - = 10% -~ = - = =
GS cg 17% - - - - - - ~ -
sg 45% - - - - - - - -
72 Mc cE - - - - ~ - -~ ~
SE - a% 76% - S% 3% - - -
Strep cg - - - - - ~ - ~
" gg = = = JAX - = = =

Bs= Bacillug spp.
Escherichia

Ec= (-1

Se= Staphylococcus epidermidis
3

Ecl= Enterobacter o
G3S= Agar Gelosa sangre
Me= Agar MacConkey

Strep: Agar selectivo para Streptogqeceus

sd= sin diluir
cg= con gentamicina
sg= sin gentamicina.
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CUADRG 3
:_LAS_UFC €O :1.ACTO,
E Vi
. o .h 24 _h 772 h
cg . 0002464%X10-= .7964%10-+ 1.075
as
sg 4.939 114%107 3587x1024
cg .0003506x10"4 .01940x10~* 6.377
Mc
sg  0.1483 19G2.00x107 9683%1 02
cg .0001029%x10-t®  (0031029x10~1° .000n1029%x10-1°
Strep
Bg 2016x%10-%° . 0000203 7x50-+ V122110

e
GS= Agar Gelosa sangre

Mc= Agar MacConkey

Strep= Agar selectivo para Streptococcus
cg= con gentamicina

sg= 8in gentamicina

UFC= unidades formadoras de colonias por ml
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CUADRO 4

VALORFES MINIMOS Y MAXTIMOS DE UFC EN LAS MURSTRAS DE_SEMEN®

e] E; (o)
MININHO MAXIMO MINTMO MAXIMO
O he [} 2 Q &
24 hs Q 8 G.0002 - 80

ones de UFC por m e senen

Q.0002 50_00Q
UFC= Unidades Formadoras de Colonias ’
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