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I. RESUMEN

ANDREA GONZALEZ MARTINEZ. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION
BACTERIANA EN LAS DOSIS SEMINALES DE VERRACO UTILIZANDO
DILUYENTES DE LARGA DURACION XT-R® y MR-A®, (Dirigido por: la MVZ MC.

Susana Espinosa Hernandez y el MVZ MCV. Gerardo Ramirez Hernandez.)

El objetivo de éste estudio fue aislar e identificar bacterias presentes en dosis seminales
almacenadas a temperatura ambiente y a 17 °C utilizando dos diluyentes de larga duracién
(XT-R® y MR-A®) con diferentes combinaciones de antibiéticos. Para la obtencion de las
muestras se hicieron colectas con un intervalo de quince dias, en las cuales se evaluaron sus
caracteristicas macroscopicas y microscopicas. Posteriormente se prepararon las dosis
seminales con el diluyente correspondiente y se envasaron en recipientes de 80 ml a una
concentracion de 3000 millones de espermatozoides cumpliendo con los parametros
permitidos; de estas, unas se almacenaron por duplicado a una temperatura de 18 °C y otro
juego a temperatura ambiente. Se procedié al aislamiento e identificacion bacteriana de
cada muestra. En los diversos materiales no se aislé bacteria alguna. En semen fresco, se
identificd E. coli, Klebsiella spp, Micrococcus spp, Proteus spp, Staphylococcus aureus y
Staphylococcus epidermidis. En las dosis preparadas con el diluyente MR-A®, se observo
el crecimiento de Klebsiella spp, Proteus spp, Staphylococcus aureus y Staphylococcus

epidermidis. En dichas dosis, se mantuvo el crecimiento durante el tiempo de conservacién




(ocho dias). Con respecto al conteo de enterobacterias, se observo el crecimiento de 3 UFC
el cual se detuvo a partir de la sexta dilucion. En cuanto a las dosis preparadas con el
diluyente XT-R® se aislaron Proteus spp y Staphylococcus aureus; sin embargo, el
crecimiento se detuvo a partir de las 72 horas de conservacion y se observo el crecimiento
bacteriano de 3 UFC, la cual disminuyo en la segunda dilucion a 2 UFC. Se concluye que
el diluyente XT-R® es de uso confiable para mantener las dosis seminales libres de
crecimiento bacteriano durante su conservacion comparandolo contra un diluyente de uso

frecuente en la industria porcina.




AISLAMIENTO E IDENTIFICACION BACTERIANA EN LAS DOSIS SEMINALES DE

VERRACO UTILIZANDO DILUYENTES DE LARGA DURACION XT-R® Y MR-A®.

I1. INTRODUCCION

La Inseminacion Artificial (IA) es una técnica reproductiva que tiene la ventaja de
aprovechar al maximo el potencial genético de los mejores sementales, con el fin de

mejorar los parametros reproductivos en las explotaciones porcinas.

Para lograr lo anterior es necesario considerar varios aspectos, entre ellos es proveer
de dosis de alta calidad. Dentro del proceso de produccion de dosis seminales son
numerosos los puntos y factores en los que se debe de poner atencidn para lograr éxito en la
técnica de 1A y no comprometer la viabilidad de las dosis elaboradas. * ? Estos factores se
pueden incorporar en tres pilares fundamentales: el primero es la calidad del agua de
laboratorio y del diluyente, el segundo es la temperatura ambiental del area de trabajo, asi
como de la conservacién de las dosis seminales; el tercero es la bioseguridad, higiene y
desinfeccion.

A continuacion se explica cada uno de ellos:
Calidad del agua.- El agua empleada para la preparacion de las dosis deberd cumplir con

caracteristicas minimas recomendadas en cuanto a sus propiedades y contenidos los cuales




son: conductividad <10 microsiemens/cm, pH entre 5y 8, dureza calcica < 3 mg CaCo3/l y

presencia de bacterias < 50 ufc/ml. 3

Diluyente.- Para poder conservar a los espermatozoides durante periodos prolongados es
necesario reducir su actividad metabolica, mediante la dilucion en un medio adecuado
como es el diluyente, el cual es una solucion acuosa que permite aumentar el volumen del
eyaculado y preservar las caracteristicas funcionales de las células espermaticas
manteniendo el nivel de fertilidad adecuado, entre sus componentes los antibidticos son un
factor importante ya que evitan el crecimiento bacteriano en las dosis seminales

preservando por mas tiempo éstas.

Temperatura.- Hay dos momentos en los cuales la temperatura juega un papel importante,
los cuales son: 1) Durante la colecta, el procesado y el envasado a una temperatura de 35-

37 °C. 2) La conservacion de las dosis seminales a una temperatura de 15 - 18 °C.

Bioseguridad, higiene y desinfeccion.- A pesar de que los testiculos y las glandulas
accesorias de los verracos sanos son libres de bacterias, la colecta seminal es un proceso
que esta inevitablemente involucrado en una contaminacién microbiana; ya que se incluye
la microflora de la piel del verraco, el prepucio, el diverticulo prepucial, la vejiga y de
origen fecal, los cuales son probablemente los contaminantes del eyaculado. Otras fuentes
de contaminacion que se consideran importantes son las de origen ambiental que provienen

de diversas fuentes como son: el agua utilizada en el laboratorio, los envases de las dosis




seminales, el diluyente, asi como todo el manejo durante el proceso en la preparacién de las

dosis.>*°

La mayoria de estos contaminantes son bacterias Gram negativas como Escherichia
coli, Salmonella spp y Pseudomonas spp que tienen la capacidad de sobrevivir y crecer a la
temperatura de almacenamiento de las dosis (15 - 18 °C), utilizando el diluyente como
sustrato y saturando la capacidad buffer de la dosis preparada. Los efectos negativos de la
bacteriospermia parece ser dependiente de la concentracion bacteriana, la cual afecta la
calidad y la longevidad del semen produciendo un ambiente espermicida. Si se deja sin
control, el resultado final de la contaminacion disminuira el desempefio productivo del

hato. 4

Los diluyentes fueron disefiados especificamente para brindar a las células
espermaticas el medio adecuado para prolongar la vida de éstas células; estas mismas
propiedades marcan el nivel de contaminacion bacteriana ya que las bacterias son
organismos que poseen grandes habilidades para adaptarse a diferentes medios de
exposicion incluyendo la temperatura. Al inocular un cultivo conocido de bacterias a una
dosis seminal, podemos observar un notable crecimiento, ya que con ayuda de los
nutrientes se favorece la duplicacion del Acido Ribonucléico (ARN) bacteriano y de esta
manera la multiplicacion en la concentracion bacteriana, limitando el espacio y a su vez
disminuyendo la disponibilidad de nutrientes. En un estudio, se demuestra el dafio que

causa la presencia de E. coli en las dosis seminales, la cual crea una aglutinacion muy




notable debido a que los espermatozoides poseen una superficie rica en glicoproteinas
y E. coli tiene una superficie llamada Fimbria Tipo | y su receptor especifico gal-gal
Manosa. Existe una unién entre la superficie de la célula espermatica y las fimbrias de la
bacteria, causando una aglutinacion marcada que dependiendo del tipo de union causa
aglutinacion cabeza-cabeza y/o cola-cola.

Estas uniones interfieren con la motilidad espermatica debido a la adhesion y
aglutinacion.®

En el caso de semen diluido, la contaminacion bacteriana suele producir efectos
negativos sobre los espermatozoides, ya que diversos estudios indican que los productos
metabolicos como las endotoxinas y metabolitos acidos de algunas bacterias tienen efectos
detrimentales; dentro de estos efectos se encuentran: una disminucion de la motilidad,
aglutinaciones espermaticas, aumento del porcentaje de acrosomas alterados y una
reduccion del pH hasta niveles acidos (5.7 - 6.4), que conducen a una reduccién en el
tiempo de conservacion de las dosis seminales. Por lo tanto, la adicion del antibidtico en
una adecuada concentracion favorecera la supervivencia espermatica y se incrementaran los
resultados de fertilidad.” ® Ademéas de la aplicacién del antibiético en la concentracién
Optima, también se puede lograr un avance importante si se mejoran las condiciones
higiénicas en las que se produce la colecta seminal y el proceso de elaboracion de las dosis
seminales.® '

Los antibidticos de eleccion que en la actualidad se usan en la elaboracion de
diluyentes son de los grupos de aminoglucdsidos, tetraciclinas y macrélidos. Ya que se

busca interferir en una reaccion bioquimica vital para el ciclo de vida de las bacterias,




evitando la resistencia bacteriana lograda por algunas que son capaces de cambiar la

permeabilidad bacteriana (Cuadro 1y 2).

Cuadro 1. Mecanismos de accion de diferentes antibidticos empleados en distintos diluyentes

comerciales.
Antibidtico Clasificacion Mecanismos de accion
Aminoglucosido de 22
Gentamicina
generacioén Se unen de forma irreversible a la subunidad 30S de
ribosoma, interfiriendo la lectura correcta del cédigo
Aminoglucésido de 22 genético con el consiguiente bloqueo de la sintesis
Espectinomicina proteica de la bacteria
generacioén
Se unen de manera definitiva a la subunidad 30S
. L - ., ribosémica, provocando inhibicion de la sintesis de
Lincomicina Tetraciclina de 32 generacion ; o "
proteinas. Para llegar a su sitio blanco las tetraciclinas
tienen que penetrar la pared celular a través de poros o
por un proceso de transporte
Tilosina Macrélido Qbsta_culizan_la sinte_s_is de prote_inas en la bacte_ria a
nivel ribosdmico, se fijan a la unidad 50 S del mismo,
e impiden la reaccién de translocacion




Cuadro 2. Sensibilidad bacteriana a diversos antibiéticos.

Antibiético Sinergia Bacterias sensibles

Escherichia coli, especies de Proteus (prueba del indol - positivo e
indol - negativo), Pseudomonas aeruginosa, especies de Klebsiella —
Enterobacter - Serratia, especies de Citrobacter, y especies de

Staphylococcus (incluyendo cepas resistentes a penicilina - vy
meticilina) coagulasa - positiva y coagulasa - negativa).

Gentamicina | ——memmeme—me-

Espectinomicina Lincomisina E. coli, C. perfringens y Actynomices pidgenes

Rickettsiae sp., Coxiella burnetti, Borrelia burgdorferi, Borrelia sp.,
T. pallidum, Treponema pertenue, Chlamydia sp., Mycoplasma
pneumoniae, Plasmidium sp., E. histolytica.

Lincomicina Espectinomicina

Actua contra gérmenes Gram negativos de los generos: Vibrio spp,
Escherichia spp, Moraxella spp. Spherophorus necrophorus
(Fusobacterium necrophorus), Chlamydia spp y Mycoplasma spp.

Tilosina |  —emeemememeeeee

En este estudio, se evalud la accién de los antibi6ticos que se encuentran en dos
diluyentes de larga duracion, el MR-A® en el cual los antibidticos empleados son:
Enrofloxacina, Colistina y Neomicina; en el caso del diluyente XT-R® fabricado para
México con una nueva presentacion, el cual contiene cuatro antibidticos: Tilosina,

Lincomicina, Espectinomicina y Gentamicina.



http://es.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
http://es.wikipedia.org/wiki/Proteus
http://es.wikipedia.org/wiki/Prueba_del_indol
http://es.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas_aeruginosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Klebsiella
http://es.wikipedia.org/wiki/Enterobacter
http://es.wikipedia.org/wiki/Serratia
http://es.wikipedia.org/wiki/Citrobacter
http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
http://es.wikipedia.org/wiki/Penicilina
http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus_resistente_a_la_meticilina
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Coagulasa&action=edit&redlink=1

JUSTIFICACION:

La eficacia de las dosis seminales esta intimamente relacionada con la calidad de cada
componente de los diluyentes que se emplean en la actualidad. Uno de los elementos que
en ocasiones causan controversia son los antibidticos, ya que se ha observado que algunos
de ellos no cubren las necesidades requeridas en el campo; favoreciendo la disminucién de
la calidad seminal debido a un crecimiento exacerbado de bacterias por lo cual, se hace

necesario evaluar la efectividad de los antibio6ticos contenidos en los diluyentes utilizados.




I11. OBJETIVO

Aislar e identificar bacterias presentes en dosis seminales almacenadas a temperatura

ambiente y a 17 °C utilizando dos diluyentes de larga duracién (dosis con XT-R® y dosis

con MR-A®).
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IV. HIPOTESIS
El uso de los diluyentes de larga duracién en dosis preparadas con XT-R® y dosis

preparadas con MR-A® no evitan la proliferacion bacteriana a temperatura ambiente y a 17

°C.
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V. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizd en una granja porcina de ciclo completo ubicada en el
Municipio de Yautepec, Edo de Morelos.

En una primera etapa, se tomaron de su laboratorio de procesamiento de semen las
siguientes muestras: agua bidestilada (100ml), semen fresco de tres sementales raza Duroc
de dos afios de edad 1ml de cada uno vertiendo cada muestra en un tubo de ensaye estéril,
vaso de precipitado (Figura 1), matraces, envases para dosis seminales (Figura 2) y
termometro (muestreo con hisopos estériles y transportados en medio de transporte stuart),
diluyentes de larga duracion dos de MR-A® y dos de XT-R® 1 gramo de cada uno
vertiendo la cantidad en un tubo de ensaye estéril. Para evaluar cada material y determinar

si estos no serian la fuente de contaminacion.

Figura 1. Toma de muestra de un vaso de precipitado con ayuda de un hisopo estéril.
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Figura 2. Toma de muestra de un envase para dosis seminal con ayuda de un hisopo estéril.

En una segunda etapa, se colect6 el semen (Figura 3) para evaluar sus caracteristicas para
la elaboracion de las dosis seminales (Figura 4), de las cuales se tomd una muestra para el

aislamiento bacteriano.

Figura 3. Vaso de precipitado con eyaculado.

-13-



Figura 4. Dosis seminales de las cuales se tomaron muestras para el aislamiento bacteriano.

Caracteristicas Macroscépicas

Color.- Se observo la tonalidad y consistencia del eyaculado. El color normal de un
eyaculado es blanco, variando de acuoso transparente a cremoso amarillento, dependiendo
de la concentracion espermética presente. *

Olor.- El semen debe ser inodoro, cualquier olor representa alguna alteracion. *

Volumen.- Varia de acuerdo a la edad, tamafio testicular, raza y estado fisioldgico, el
promedio es de 200 ml. Esta caracteristica se midié con una balanza digital, para lo que se

considerd la conversion de un gramo equivalente a un mililitro (ml).*

pH.- Los valores normales varian de 7.2 - 7.8. Para la evaluacion de esta caracteristica se

utilizaron tiras reactivas con un rango de 0 a 14. *

-14 -



Temperatura.- La temperatura del eyaculado para ser procesado se encuentra en el rango

de 35-37°C.! La cual se midié con un termémetro de vidrio propio del laboratorio.

Caracteristicas Microscopicas

Motilidad y Vigor.- El valor minimo aceptado es de 70 % con un vigor de 3. Para observar
la motilidad general de los espermatozoides (en masa), se coloco una gota de semen fresco
sobre un portaobjetos de vidrio, sobre ella un cubreobjetos (ambos atemperados a 37 °C en
una termoplatina) y se observo a través de un microscopio 6ptico con el objetivo 10x (seco
débil). Posteriormente con el objetivo 40x (seco fuerte), se determiné el movimiento
individual (Vigor) otorgando un valor de acuerdo a la escala de calidad del movimiento,
cuyos rangos son de cero (sin movimiento) a cinco (movimiento progresivo absoluto y

rapido) (Cuadro3).!

Cuadro 3. Calidad del movimiento individual de los espermatozoides.

Valor Descripcion
0O Sin movimiento (Necrospermia)
1 Sin movimiento progresivo, girando sobre su eje
2 Con movimiento anormal y algunos progresivos
3 Con movimientos progresivos lentos y sinuosos
4 Con movimientos progresivos rapidos
5 Con movimientos progresivos muy rapidos

Tomado de Espinosa H. S. Inseminacion Artificial Editores Trujillo OM, Martinez GR, Herradora LMA. La
Piara Reproductora. 12 ED. México: Mundi-Prensa, 2002
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Concentraciéon.- La concentracion espermatica es variable, dependiendo de las
caracteristicas productivas y reproductivas presentes en la explotacion. ElI promedio de
concentracion es de 300 millones de espermatozoides por ml. *

Para determinar esta variable se empled la cdmara de Neubauer, realizando una dilucién
1:100 en una solucién de citrato formol, de esta dilucion se tomd con una pipeta de
transferencia de plastico (Pirex) una gota y se deposité en dicha camara. El conteo se
realizd en un microscopio optico con el objetivo de 40x y solamente se contaron los
espermatozoides que se encontraron dentro de los cinco cuadros de cada cuadrante y que
no presentaron alguna anormalidad para obtener la concentracion espermatica por

mililitro.!

Anormalidades y dafio acrosomal.- En cuanto a las anormalidades se permite un maximo
de 25 % y de acrosomas normales mayor a 80 %. Esta evaluacion se llevd a cabo por medio
de un frotis tefiido con Azul de Coomassie.

El procedimiento consisti6 en tomar una gota de semen fresco con una pipeta de
transferencia (Pirex), se coloco en el extremo de una laminilla de vidrio atemperada a 37
°C y con otra laminilla, deslizando la gota, para obtener un frotis, el cual se dejé secar a
temperatura ambiente. Una vez seco el frotis, se sumergio en la tincion Azul de Coomassie
durante cinco minutos, pasado este tiempo, se enjuago con agua bidestilada para retirar el
exceso de colorante y se dejé secar a temperatura ambiente.* 2

Después de determinar mediante la evaluacion seminal que se cumplieran con los

-16 -



estandares minimos, se realizé la dilucién con los diluyentes MR-A® y XT-R®, obteniendo
cuatro dosis seminales por cada diluyente a una concentracion de 3,000 millones en un

volumen final de 80 ml cada una.

Para evitar la modificacion en la cantidad de bacterias, las muestras se trasladaron en una
caja de poliuretano con refrigerantes al laboratorio de diagndstico del Departamento de
Produccion Animal: Cerdos, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Autonoma de México.

La evaluacion seminal consistio en:

Aislamiento bacteriano

Una vez en el laboratorio de las muestras de la primera etapa se tomaron se sembré todo el
material muestreado para determinar si estaba estéril y descartar si no es la fuente de
contaminacion y alterar los resultados. De las muestras de la primera etapa se tomaron 50
ul de agua bidestilada, diluyente, semen fresco y de los hisopos, se sembraron en dos cajas
con Agar Sangre (AS) y Mc Conkey (MC) por duplicado: un juego se incub6 a 37 °C por
24 h en aerobiosis y el otro juego de cajas se depositd en una jarra de velobiosis (Figura 5),
para proporcionar las condiciones de microaerofilia, incubandose durante 48 hrs, el periodo

de incubacion fue de 48 h. ' *?
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Figura 5. Jarra de velobiosis conteniendo cajas con agar sangre previamente sembradas con las

muestras.

Una vez que se cumplioé con el tiempo de incubacion, las cajas se examinaron y al notar
presencia de colonias bacterianas, se les realizd un frotis, los cudles se tifieron con la
tincién de Gram para determinar el tipo de morfologia y posteriormente se realizaron las
pruebas bioquimicas correspondientes para determinar el género.® Se realizé el mismo
procedimiento para las cuatro muestras de semen diluido que se conservaron a 18 °C y las
cuatro a temperatura ambiente. La toma de muestras se hizo a las 24, 72, 120 y 192 horas,

tomando 50 pl. Se realizaron tres muestreos con un intervalo de 15 dias entre cada uno.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se procedié a la descripcion de las colonias,
al realizar la tincién de Gram vy realizar las bioquimicas segiin Cowan.™ Para las bacterias
Gram negativas se hicieron las siguientes bioquimicas: triple aztcar hierro (TSI), manitol

indol produccién de &cido sulfhidrico (SIM), citrato, urea y bioquimicas complementarias,
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tales como Nitratos y Rojo de Metilo-Voges Proskauer (RM-VP).

Después de la siembra se incubaron a 37 °C durante 24-48 hrs. en la estufa bacterioldgica,
posteriormente se realizé la lectura e identificacion.

Para los bacilos Gram positivos se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas: nitratos,
oxidasa, catalasa, glucosa, maltosa, manitol, xilosa, lactosa, salicin, trealosa, urea y SIM.
Después de la siembra se incubaron a 37 °C durante 24 hrs en la estufa bacteriolégica para
realizar la lectura e identificacion correspondiente.

Para las bacterias sugerentes a Staphylococcus spp. se sembraron en Manitol Sal Agar
(MSA), dependiendo de la utilizacion de manitol que al virar a color amarillo se sospechd
de Staphylococcus aureus, comprobandose al realizar la prueba de coagulasa la cual fue

positiva.

22 Fase

Procesamiento de laboratorio

Para cada muestra de dosis seminal preparada con los diluyentes XT-R® y MR-A® se
realizaron diluciones decuples seriadas colocando 1 ml de muestras en 9 ml de solucion
salina fisiologica (SSF) estéril con pH de 7, se homogenizé y transfirio 1 ml a otro tubo

para hacer la dilucion siguiente y asf sucesivamente hasta el tubo con la dilucién 1'**°
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A partir de cada dilucion se tomaron 50 pl y se sembraron en agar sangre, agar Tripticasa
Soya (ATS) y agar Mc Conkey por duplicado: una se incub6 a 37 °C por 48 hrs en una jarra

1516 |a otra muestra se

de velobiosis para proporcionar las condiciones de velobiosis
incubd en condiciones aerobias para no interferir en los requerimientos del crecimiento
bacteriano.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se procedié a la descripcion de las colonias,
al realizar frotis y tefiirlos con la tincién de Gram y realizar las bioquimicas segun
Cowan.™ Para las bacterias Gram negativas se hicieron las siguientes bioquimicas:, Triple
Azucar Hierro (TSI), Manitol Indol produccion de Acido Sulfhidrico (SIM), citrato, urea,
oxidasa, catalasa y pruebas bioquimicas complementarias.

Después de la siembra se incubaron a 37 °C durante 24 hrs a en la estufa bacteriol6gica
posteriormente se realizé la lectura e identificacion.

Para las bacterias sugerentes a Staphylococcus spp., se sembraron en MSA, dependiendo de
la utilizacion de manitol, al virar a color amarillo se sospecho de Staphylococcus aureus,
para comprobar que fuese Staphylococcus aureus se realizd la prueba de coagulasa la cual

fue positiva.'® %’
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V1. RESULTADOS

Antes y después de la conservacion de las dosis seminales se evaluaron sus caracteristicas

macroscopicas y microscopicas, obteniendo los siguientes resultados detallados en los

siguientes cuadros:

Cuadro 4. Evaluacion de dosis seminales antes de su conservacion

EVALUACION DE

MUESTRA CARS'::\:,IT:\E_I\T;ISCAS EVALUACION DE CARACTERISTICAS SEMINALES MICROSCOPICAS
MACROSCOPICAS
SEDI\‘/?ISI\IISAL COLOR OLOR pH | MOTILIDAD | AGLUTINACION | VIGOR | CONCENTRACION | ANORMALIDADES DANO ACROSOMAL
XT-R normal | inholoro | 7 80% MODERADA 3 3,000,000,000 15 10
MR-A normal | inholoro | 7 85% MODERADA 2 3,115,000,000 15 15

Cuadro 5. Evaluacion de dosis seminales después de su conservacion

EVALUACION DE

MUESTRA CA':::,I.I-IE&I\?;ISCAS EVALUACION DE CARACTERISTICAS SEMINALES MICROSCOPICAS
MACROSCOPICAS
SEI\?ISI\IISAL COLOR OLOR pH | MOTILIDAD | AGLUTINACION | VIGOR | CONCENTRACION | ANORMALIDADES DANO ACROSOMAL
XT-R normal | inholoro | 7 80% MODERADA 3 2,725,000,000 15 15
MR-A normal | inholoro | 7 75% LEVE 2 2,420,000,000 15 20

En la primera etapa se determind que los materiales utilizados para la colecta y

procesamiento de las dosis seminales se encontraron libres de agentes bacterianos, ya que

las muestras no mostraron presencia de crecimiento bacteriano (cuadro 6).
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Cuadro 6. Resultados encontrados en los diferentes muestreos.

MUESTRA

Aerobiosis 24 h

Velobiosis 24 h

Aerobiosis 72 h

Velobiosis 72 h

Aerobiosis 120 h

Aerobiosis 192 h

Velobiosis 120 h

Velobiosis 192 h

AS

MC

AS

mMC

AS

mMcC

AS

mMcC

AS

mMC

Diluyente XT-R’

Diluyente MR-A"

Vaso de
precipitado

Matraz XT-R’

Matraz MR-A"

Termdémetro

Frasco para dosis

Bolsa para colecta

Agua purificada

Agua destilada

AS: Agar Sangre

MC: Agar McConkey

-22 -




En cuanto al semen fresco de los tres sementales muestreados, hubo crecimiento de
colonias bacterianas identificadas como E. coli (Figura 6), Klebsiella spp, Micrococcus

spp, Proteus spp (Figura 7)., Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.

Figura 6. Agar Mc Conkey con presencia de colonias sugestivas de E. coli.

Figura 7. Agar sangre con presencia de colonias sugestivas de Proteus spp.

Respecto a las dosis seminales se observo crecimiento bacteriano, las cuales se

identificaron como: Klebsiella spp, Micrococcus spp Proteus spp, Staphylococcus aureus y
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Staphylococcus epidermidis. En las dosis preparadas con el diluyente MR-A®, se observé

el crecimiento de las siguientes colonias bacterianas: Klebsiella spp, Proteus spp,
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis en dichas dosis se mantuvo un
crecimiento durante el tiempo de conservacion (ocho dias); en cuanto a las dosis preparadas
con el diluyente XT-R® las colonias bacterianas encontradas fueron: Proteus spp,
Staphylococcus aureus y el crecimiento se detuvo a partir de las 72 horas de conservacion

(Cuadro 7).
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Cuadro 7. Bacterias aisladas durante el muestreo.

Aerobiosis Aerobiosis
120 h 192 h
Aerobiosis 24 h Velobiosis 24 h Aerobiosis 72 h Velobiosis 72 h
Velobiosis Velobiosis
120 h 192 h
Muestra AS MC AS [ AS mMcC AS McC AS McC
. . E. coli,
Semen fresco E. coli, E. coli, Proteus Proteus | Proteus Proteus Proteus | Proteus
Proteus Proteus spp. | Proteus spp.
(Semental 30) | Proteus spp. spp. spp spp spp spp spp spp
Staphylococc Staphyloc
Staphylococcus | occus spp.
us aureus,
Semen fresco spp. Proteus Proteus Proteus Proteus Proteus Proteus | Proteus
Proteus spp, , Proteus spp. | Proteus spp.
(Semental 70) ; spp Klebsiella spp spp. spp. spp. spp. spp.
Klebsiella .
sop. spp. Klebsiella
] spp.
E.
li,Klebsiell
co I;] SZzSIe E E
Semen fresco | Staphylococc coli,Klebsiella | coli,Klebsi Proteus Proteus Proteus Proteus | Proteus
(Semental 80) | us aureus spp. ella spp. s s s s s Proteus spp. | Proteus spp.
y Staphylococcus | Staphyloc Pe- Pe- Pp- Pe- Pp-
Staphylococc
spp. occus spp
us
epidermidis
. o Staphylococe Proteus Proteus
Dosis XT-R us aureus Proteus spp. s s - - - - - -
Proteus spp. Pp- Pe-
Klebsiella
spp, Proteus | Klebsiella spp Proteus
spp. Proteus spp. s
Dosis MR-A" Staphylococc | Staphylococcus Stap‘/)s/ Joc Proteus Proteus Proteus Proteus | Proteus Proteus spp. )
us aureus y aureus 'y occus spp. spp. spp. spp. spp.
Staphylococc | Staphylococcus
. L aureus.
us epidermidis
epidermidis

AS: Agar Sangre
MC: Agar McConkey

Respecto al conteo de enterobacterias, se observé el crecimiento de 3 UFC en la muestra

preparada con MR-A®el cual se detuvo a partir de la sexta dilucion, en la muestra preparada
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con XT-R®se observo el crecimiento bacteriano de 3 UFC la cual disminuyé en la segunda

dilucién a 2 UFC y deteniéndose a partir de la cuarta dilucién (cuadro 8).''

Cuadro 8. Resultados en las diluciones décuples.

MUESTRA DILUCIONES

1x10! | 1x10% | 1x10% | 1x10% | 1x10° | 1x10° | 1x107 | 1x10° | 1x10° | 1x10%™

Dosis preparadas con

XT-R®

Dosis preparadas con

MR-A®
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VII. DISCUSION

En este estudio las muestras de semen fresco presentaron bacteriospermia, la cual, se
presenta desde que se realiza la colecta del semen en el verraco donde se tienen efectos
perjudiciales sobre la calidad y conservacion del semen si ésta no se controla. Asi lo
demuestra Althouse et al. 2004, al realizar el examen bacteriano de rutina en 250 muestras
donde el 71% de ellas dieron positivo determinando que la principal fuente de
contaminacion es el mal manejo del verraco al momento de realizar la colecta seminal, es
por eso que se debe de seguir un buen procedimiento para mantener la higiene dentro de
este proceso y un buen control antimicrobiano.

Las dosis seminales se conservaron a una temperatura de 17°C para mantener la viabilidad
de las células espermaticas lo que concuerda con lo reportado por Arlegui. 2007, donde
menciona que el intervalo de conservacion de las dosis seminales es de 15-17°C, ya que por
encima de éstas temperaturas (21°C) se producen alteraciones en la membrana
citoplasmatica de los espermatozoides y por debajo de 14° C aumenta el riesgo de shock
térmico en las células espermaticas, considerando que en la especie porcina son sensibles
por la composicidén de su membrana (fosfolipidos, acidos grasos saturados e insaturados y
colesterol). Por otra parte las dosis seminales conservadas a temperatura ambiente fue con
la finalidad de permitir el crecimiento bacteriano y observar el efecto de los antibidticos
contenidos en ambos diluyentes XT-R®y MR-A®

Otro factor a considerar es que con la 1A se creia que las infecciones bacterianas en el Utero

de la hembra disminuirian, sin embargo el descuido y falta de higiene en cada uno de los
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pasos que intervienen en el proceso durante la IA ha producido un problema de descargas
vulvares en algunas granjas, Almond et al. 1996 demostraron lo contrario al experimentar
con fertilizaciones in vitro.

Lo contaminacidn bacteriana reduce el éxito en los programas de ésta practica interfiriendo
a su vez en la fertilizacion. Una de las medidas para evitar al maximo la contaminacion
bacteriana es imprescindible masajear el diverticulo prepucial para liberar el liquido del
prepucio ya que contiene carga bacteriana que puede mezclarse con el semen fresco y la
vulva de la cerda debe estar limpia y seca.

Las bacterias que se aislaron en semen fresco fueron E. coli, Klebsiella spp., Micrococcus
spp. y Proteus spp. lo cual coincide con los resultados obtenidos que reporta Althouse. et al
.2004 donde trabajo con 250 muestras de semen porcino y compara los mismos resultados
con los siguientes autores: Tamuli et al. , Danowski, Dagnall y Sone et al 1982.
Encontrando los mismos generos bacterianos ademas de Enterococcus spp., S. maltophilia,
A. xilosoxidans, entre otras.

Diversos estudios indican que los productos metabdlicos como las endotoxinas de algunas
bacterias tienen efectos detrimentales para la sobrevivencia del espermatozoide, por lo que
la cantidad de células espermaticas viables se ve reducida, por lo tanto la calidad de las
dosis seminales se ve comprometida ya que aumenta el crecimiento bacteriano al mismo
tiempo que se almacenan las dosis por periodos largos de tiempo antes de su uso lo que
puede actuar como un periodo de incubacion, lo cual fue demostrado por Almond G. et al
2001, al incubar 250 muestras de semen, de las cuales solo el 14% de ellas controlaron el

crecimiento bacteriano sin afectar la calidad de la dosis.
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Una vez que prolifera el crecimiento bacteriano, éste impide la motilidad de las células
espermaticas por la adhesion y la aglutinacion que las bacterias desencadenan al adherirse a
la superficie de los espermatozoides, esto se traduce en la incapacidad de fertilizacion de
acuerdo a los resultados obtenidos al realizar la contaminacion seminal in vitro de E. coli y
monitorear el comportamiento de las células espermaticas en varios ensayos de los cuales
Monga M. et al 1994, determinaron la influencia bacteriana sobre la habilidad de la
motilidad; la cudl es indispensable para lograr una fertilizacion con éxito.

Entre las bacterias encontradas en la muestra de semen fresco fueron E. coli, resultado que
coincide con lo reportado por Althouse et al. 2004, donde el 66% de los 250 casos
estudiados se aislo dicha bacteria.

El comportamiento del diluyente XT-R® detuvo el crecimiento bacteriano a las 24 hrs de
conservacion, lo cual probablemente se debe a que contiene una mezcla de cuatro
antibidticos de los que en su mayoria son aminoglucosidos, los que trabajan de forma
eficiente a 17 °C, inhibiendo el desarrollo bacteriano y a su vez contiene antioxidantes que
retardan las aparicion de alteraciones no deseadas en la estructura y funcién de las
membranas plasmaticas de los espermatozoides, manteniendo su integridad lo que es
fundamental para la viabilidad espermatica. Lo anterior concuerda con lo reportado por
Sone M. 1982, al realizar un estudio durante la conservacion de dosis seminales en un

periodo de 4-5 dias y evaluar las caracteristicas que determinan su viabilidad.
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VIIl. CONCLUSIONES

El diluyente de larga duracion XT-R® detuvo el crecimiento bacteriano a partir del tercer
dia en las dosis seminales y mantuvo las caracteristicas seminales dentro de los parametros
normales en un periodo de 5 dias a una temperatura de 17°C.

El diluyente MR-A® mantuvo las caracteristicas seminales normales en un periodo de 5
dias a una temperatura de 17°C, sin embargo no detuvo el crecimiento bacteriano, ademas

se observo la presencia de Proteus spp durante el tiempo de conservacion.
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