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RESUMEN

CAMPOS ORTEGA ELIZABETH. Evaluacion de la calidad espermatica y
determinacion de crecimiento bacteriano en dosis seminales de verraco con
diluyente de larga duracion sometidas a estrés térmico (bajo la direccion de:
Dra. Maria Elena Trujillo Ortega, M EN C. Verdnica Rojas Trejos y M EN C.
Rolando Beltran Figueroa).

Actualmente, el uso de la inseminacion artificial en cerdos tiene varios desafios
como alargar el tiempo de vida del eyaculado, aplicando diluyentes de larga
duracion con un efecto antimicrobiano y protector de la célula espermatica, con el
objetivo de extender la viabilidad del espermatozoide para satisfacer las
necesidades de los Centros de Transferencia Genética. Se recibieron 4 muestras
por semana: 2 dosis (grupo control, siempre a 17° C) y 2 dosis (grupo
experimental) para obtener un total de 64 muestras analizadas durante 16
semanas. Las evaluaciones para monitorear la calidad espermatica se realizaron a
las 24, 48 y 96 horas para determinar el efecto del estrés térmico. En el grupo
experimental se elevo la temperatura a las 24 horas a 25° C y posteriormente se
disminuy6 a 17° C a las 48 horas efectuandose en total 3 analisis durante el
tiempo experimental por medio del Sistema CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis) AndroVision® mediante el médulo basico y el médulo de anélisis
avanzados, asi como aislamiento bacteriolégico. Los resultados obtenidos de las
diferentes variables analizadas demostraron tener una distribucion normal por lo
qgue fueron analizadas mediante un Andlisis de Varianza de medidas repetidas
mediante el procedimiento GLM del software IBM SPSS® Statistics 25; las
variables que no demostraron una distribucién normal (% de cabezas, % de gota
proximal y grado de aglutinacién) se analizaron mediante la prueba no paramétrica
de Friedman. Las variables analizadas mediante el Sistema CASA AndroVision®
no presentaron diferencias estadisticamente significativas en el grupo control
(P>0.05). En cuanto al grupo experimental, se aplicaron modelos univariantes de
medidas repetidas a los 32 datos de muestras, con el tiempo como factor intra-
sujeto, en el cual si existieron diferencias estadisticamente significativas en las
variables % motilidad progresiva y % gota distal (P<0.05). Los resultados
obtenidos en cuanto a bacteriologia arrojaron que el 5.62% del total de
evaluaciones realizadas (11 de 192) fueron positivas a contaminacién bacteriana.
Los recuentos variaron de 1 a 20 UFC/ml después de 24, 48 y 96 horas de
almacenamiento en los rangos de temperatura de 17°- 25° C. Las bacterias gram
negativas identificadas fueron Klebsiella pneumoniae y Acinetobacter iwoffii). El
Sistema CASA AndroVision® permitié la evaluacién de la calidad espermatica
analizando la biologia basica del espermatozoide porcino reduciendo el tiempo de
evaluacion por muestra. El uso del diluyente de larga duracion demostro su efecto
protector en la calidad espermatica de las dosis cuando fueron sometidas a estrés
térmico (25° C), demostrando también su efecto antimicrobiano. Es importante
evaluar la calidad de las dosis seminales por medio del médulo béasico y el médulo
de analisis avanzados, asi como analizar los algoritmos de trayectoria de las
células espermaticas.



INTRODUCCION

Inseminacioén artificial (1A)

La IA (inseminacion artificial) llevada a cabo en las naciones desarrolladas de la
industria porcina global, estuvo en 1998 en un nivel extremadamente alto. En
Europa, paises como Noruega y Bélgica con un 90% de IA, los Paises Bajos y
Espafia con un 85% e Italia con un 80%, mantuvieron el liderazgo con una
proporcion extrema de las cerdas mediante IA. La IA sigue aumentando incluso en
estos paises y, sobre todo, en las demas naciones industrializadas (Riesenbeck,
2011).

En la mayoria de las naciones industrializadas con una alta produccion de carne
de cerdo, la tasa de IA ha aumentado significativamente en Francia del 55% al

95%, Suecia del 70% al 95% y Alemania del 59% al 98%. En la parte norte
industrializada del continente americano, la IA ha alcanzado un nivel muy alto en
los Estados Unidos y México en aproximadamente el 90% y en Canada en el 80%.
Ademas, la produccion porcina de los paises de América del Sur ha aumentado
considerablemente en total en la dltima década (Brasil en 450%, Argentina en
112% y Chile en 65%), presentando una IA extremadamente alta con casi el 100%
en Chile y el 66% en Brasil (Riesenbeck, 2011). Este prondstico estaba justificado.
A continuacion (Cuadro 1) se enlistan los mayores productores de carne de cerdo
del mundo (anuario de la FAO 2008). Los datos restantes fueron facilitados por la
direccién de los centros nacionales de IA, las autoridades nacionales y la industria
de la IA. De esto, también pueden resultar diferencias entre la produccién de carne

de cerdo y la proporcion de cerdos criados (Riesenbeck, 2011).



Cuadro 1

PRINCIPALES PRODUCTORES DE CARNE DE CERDO, % DE IA, NUMERO
DE VERRACOS, CENTROS DE IA Y DOSIS SEMINALES (Riesenbeck, 2011).

Millones
de
. No. de .
. toneladas Millones de % No. de Dosis totales
Pais centros de X ~
de carne hembras A verracos A (millones)/afio
de cerdo
(2008)
1) China 47.18 44 10 - - 24
2)E.U.A 9.52 5.778 90 27 - 34
3) Alemania 4.45 2.225 - 6.611 22 12.47
4) Espafa 3.46 2.2 95 7.5 74 12.5
5) Brasil 3.02 2.432 66 - - 12
_ 0.95 70 - - 55
16) México 1.15
0.67 90 - - -

El fundamento principal del uso de la IA en los cerdos fue la de alargar el tiempo
de vida del esperma y su aplicacion en forma liquida. Los avances en la
producciéon animal y la elaboracion de dosis seminales fueron el inicio de la
revolucién mundial de la IA que ocurrié en la década de los noventa. Durante los
primeros afios, la vida del esperma porcino en forma liquida podia extenderse
hasta 3 dias, lo que permitié que el semen se enviara a distancias que no estaban
muy lejos de los centros de IA. Con los avances en el desarrollo de la tecnologia
de diluyentes de larga duracién, la capacidad de extender la vida del esperma
abri6 una nueva oportunidad en el mercado que fue la aceptacion de esta
tecnologia, adaptandose rapidamente la IA alrededor del mundo. En paises con
grandes areas de espacio, sitios agricolas remotos y sistemas de transporte
menos desarrollados, los diluyentes de larga duracién permitieron que el semen
fuera embarcado con un mayor tiempo de transito sin pérdida de la fertilidad
(Knox, 2016).



Durante la dltima década, la proporcion de apareamientos por IA alcanzé un
maximo de 90-100% en la mayoria de los diez principales paises productores de
carne de cerdo con la excepcion de China, donde las tasas actuales de IA se
estiman en 40% (Cuadro 2) (Waberski et al., 2019).

Cuadro 2

TASAS Y TECNICA DE IA EN LOS 10 PRINCIPALES PAISES PRODUCTORES
DE CARNE DE CERDO (Waberski et al., 2019).

Produccién porcina

0, H 0 .
2018 (en 1,000 Y0 estimada de % estimada de

Pais toneladas métricas) IA (del total de  PCAI (del total Fuente
. cria) de I1A)

China 54,650 409% ** 50% Minitube
E.U 24,050 95% 0-60% *** Varios
E.U.A 12,166 90% 30% Minitube
Brasil 3,675 95% 60% F. Bortolozzo

Rusia 3,050 859% ** 25% Minitube
Vietnam 2,800 90% 30% D.H. Bui, X. Le Thi
Canada 2,015 >050p ** 30% Minitube
Filipinas 1,600 85% ** 5% PIC
Corself‘rde' 1,321 90% 30% PIC
México 1,305 90% 25% Minitube

PCAI: Inseminacion artificial post cervical.

* https://www.statista.com/statistics/273232/net-pork-production-worldwide-by-

country/.

** >90% en fincas profesionales.

*** 0%: Dinamarca, Alemania, Holanda.

La IA es el método preferido para la reproduccion en la mayoria de los sistemas
de produccion porcina intensiva del mundo (Lopez et al., 2017). El éxito para la
cria de cerdos mediante IA puede atribuirse a mejoras en la fertilidad, eficiencia
laboral, mejoramiento genético y una mejor optimizacion en la producciéon. En el

afio 2014 en un estudio realizado donde evaluaron en comportamiento productivo




de 1.3 millones cerdas, los resultados muestran una tasa de fertilidad al parto del

86% y 14 LNV (lechones nacidos vivos) en promedio (Knox, 2016).

El nivel de fertilidad alcanzado con IA, a pesar de la considerable variacién entre
diferentes paises, granjas y sistemas de produccion, puede ser atribuido a una
metodologia de trabajo para que la IA pueda evaluarse y lograr éxito utilizando
medidas clave para el control de calidad espermatica y rendimiento reproductivo
(Knox, 2016).

El mejoramiento genético se ha acelerado drasticamente mediante el uso de la IA.
La mayoria de las granjas de cria obtienen el semen de centros de IA externos
llamados actualmente Centros de Transferencia Genética (CTG). La propiedad de
estos lugares es variables ya que pueden ser empresas genéticas, compafias
independientes o cooperativas de porcicultores, en donde se realiza la recoleccion
de semen in situ. Los proveedores genéticos a través de esta nueva modalidad
han permitido aumentar la seleccion y acelerar las tasas de mejora genética
gracias al uso de cruzas dirigidas con el uso de softwares a través de registros de
produccion que capturan informacion de datos de los parametros productivos del

pie de cria (cerdas-sementales) y su progenie (Knox, 2016).

El nimero de espermatozoides utilizados por dosis seminales para cada cerda
gestante disminuy6 significativamente en los Ultimos afios. La deposicion
transcervical tradicional de 70-100ml de semen diluido que contiene entre 1.5-2.5x
10° espermatozoides conservados durante varios dias a 17° C, sigue siendo el
método mas comun de IA, sin embargo, actualmente la deposicién de semen en el
cuerpo uterino llamada también inseminacion post cervical (IA-PC), permite reducir
el numero de espermatozoides por dosis de semen. Actualmente esta técnica de
inseminacion es una tendencia de uso después de capacitar al personal en
granjas tecnificadas. En las operaciones comerciales se utilizan actualmente
valores umbrales de 1-2x10° espermatozoides por cada dosis de semen en un
volumen entre 30-50 ml (Waberski et al., 2019).

La evolucion de la IA en la industria porcina tuvo como principal objetivo el reducir

la incidencia de la transmisién de enfermedades infecciosas en las granjas de pie
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de cria, mejorando asi el estatus sanitario (Knox, 2016). La IA, reduce el riesgo de
transmision de enfermedades en comparacion con el apareamiento natural
ademas permite la introduccién de genes superiores en grupos de cerdas, asi
como también una mejor rentabilidad de cada eyaculacion de verraco (Lopez et
al., 2017)

La IA ahora sirve como una tecnologia de puerta de entrada para nuevas
tecnologias reproductivas como el semen sexado, crio preservado y nuevos
meétodos para la transferencia de genes (Knox, 2016). A pesar del avance de los
métodos para crio preservar el semen porcino, el semen congelado no se ha
utilizado rutinariamente en las granjas debido a su limitada eficacia (Waberski et
al., 2019), dando lugar a problemas con la supervivencia, el dafo y la fertilidad del
esperma (Knox, 2016). Por otro lado, la coleccion y conservacion del semen hasta
siete dias en diluyentes de larga duracion, es de uso comun y es en gran medida
responsable del uso generalizado de la IA y sigue siendo el principal método para
estabilizar el esperma de los verracos hasta la inseminacion (Waberski et al.,
2019).

La industria contribuy6é en gran medida a este éxito promoviendo el desarrollo de
diluyentes, proporcionando también maquinas de llenado altamente eficientes e
higiénicas (que ahora alcanzan la produccion de hasta 2,000 dosis de semen/h),
asi como bolsas y tubos para el semen, que sean convenientes y seguros, al igual
que disefiando catéteres para la inseminacion transcervical y postcervical, e
integrando herramientas de diagnéstico computarizado faciles de usar en los
laboratorios de inseminaciéon artificial (Waberski et al., 2019). Con esta alta
intensidad de produccién, se ha incorporado a los CTG un mayor nivel de
tecnologia concomitante para la colecta de semen (sistemas de recogida
automatica), el andlisis de semen (sistemas CASA y nudcleo contadores) y el
procesamiento de semen (maquinas llenadoras de semen de alta eficiencia)
(Riesenbeck et al., 2015).
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Manejo de los verracos y la produccion de semen

En los CTG, los verracos se alojan en corrales o establos con un nimero de entre
25 y 2,000 machos alojados en un sitio individual. Las instalaciones estan
disefiadas para controlar el medio ambiente y los sistemas de gestion para
optimizar la salud y la fertilidad de los sementales. Dependiendo de su tamafio, los
sementales individuales suelen servir como proveedores de 20 a 200 granjas con

una produccion de cientos a miles de dosis de semen cada semana (Knox, 2016).

En el caso de los verracos que entran en la rotaciébn de coleccién, muchos
sementales de la linea materna sélo pueden permanecer en el hato durante 6
meses a nivel del nucleo, mientras que los verracos de linea terminal para la
producciéon comercial pueden permanecer en el grupo durante 2 aflos 0 mas antes

de ser sacrificados por razones genéticas o de otro tipo (Knox, 2016).

Los verracos que entran al centro de IA son entrenados para la recoleccién en un
maniqui a partir de los 7 meses de edad con un entrenamiento tipicamente
completado en 2 semanas para la mayoria de los machos. Si los verracos pasan
sus evaluaciones tempranas de fertilidad a los 8 hasta los 9 meses de edad,
entraran en la rotacion regular de recoleccién donde seran trabajados una vez por
semana antes de pasar a recolecciones mas frecuentes, con intervalos de
descanso de 4 a 5 dias para optimizar la calidad del semen y la produccién de
dosis (Knox, 2016).

El promedio de produccion de esperma oscila entre 60 y 120 mil millones de
espermatozoides por eyaculado. La mayoria de los centros de IA tienen criterios
para procesar un eyaculado que incluyen parametros de calidad como la motilidad
total con un minimo de 70%, asi como anormalidades espermaticas que no
rebasen el 20%. En esta lista, se pueden incluir medidas para el total de
espermatozoides, volumen del eyaculado, concentracidbn de espermatozoides,
aglutinacion y contaminacion bacteriana. Si la muestra cumple los criterios
minimos, se diluye y luego se divide en recipientes de plastico desechables que
contienen dosis Unicas de IA de 1,500 a 3,000 millones de espermatozoides
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viables en volimenes que pueden oscilar entre 30 y 80 ml. Si el semen esta
destinado a la produccién comercial o de multiplicadores, un eyaculado puede ser
mezclado con el de otros tres a cinco sementales (heteroespermia). EI semen
mezclado esta destinado a minimizar los efectos de los problemas de un solo
padre y de la eyaculacion, aunque no se han demostrado nunca claras ventajas de
la fertilidad (Knox, 2016).

En el futuro, la practicidad del uso de semen en grupo parece limitada por el riesgo
de propagacion de enfermedades. Los centros de IA programan la recoleccion de
verracos para satisfacer las necesidades de los clientes, ya que muchas granjas
de cria tienen d6rdenes permanentes de numeros de dosis y semen para la
genética especificada. Este tipo de programacion es importante para ayudar a
manejar el inventario de los machos, la rotacién de la recoleccion, la eficiencia de
la produccion de esperma, la fertilidad del esperma, y ajustarse a las
disminuciones estacionales de la calidad de la eyaculacion. En promedio, los
verracos se recogen 1.4 a 1.7 veces por semana, con 4 a 5 dias de descansos

entre una colecta y otra (Knox, 2016).

Los CTG a menudo retienen dosis de semen de cada lote para la evaluacién del
control de calidad mientras estd almacenado. Estas muestras se evaltian a lo largo
del tiempo en almacenamiento y sirven como indicadores de problemas en la
calidad del semen debido al verraco, el diluyente, el procesamiento, el
empaquetado, el envio y la manipulacién en la granja. En los centros de IA, el
control bacteriano en el area de procesamiento de semen es una prioridad porque
se espera que una proporcion de los eyaculados recolectados tenga algun nivel de

contaminacion (Knox, 2016).

Las bacterias que se llegan a encontrar en el semen debido al mal manejo de la
colecta o por ser causantes de enfermedad son preocupantes porque pueden
dafar los espermatozoides. Por ello, la desinfeccion de las instalaciones, limpieza
de equipos para el procesamiento de semen y el cultivo para detectar la presencia
de bacterias, se realizan de forma rutinaria para evitar la contaminacion por dosis

durante el procesamiento y el envasado. Las dosis de IA se etiquetan y a veces se
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codifican por color para el lote o la genética y se almacenan a 17° C (puede variar
entre 15°-18° C) hasta su distribucion (Knox, 2016).

En la mayoria de las granjas de cria comerciales, las dosis de semen se
empaquetan a granel en bolsas de plastico dentro de cajas de espuma de
poliestireno, selladas con paquetes de gel de 17° C para el control de la
temperatura. La proteccion térmica del semen también puede ser mejorada en
invierno o en verano, especialmente con envios mas largos, con doble embalaje y
el uso de paquetes de gel exteriores de diferentes temperaturas. La mayoria de
las colectas rutinarias de semen estan programadas para la mafana y el envio se
realiza méas tarde el mismo dia, lo que permite que el semen llegue a la granja de
cria el mismo dia o a primera hora de la mafana siguiente. En ciertos casos, como
el envio internacional, las dosis de semen pueden no llegar a la granja de cria
durante 3 o0 4 dias postproduccién, ya que se transporta hacia los aeropuertos y

posteriormente a la aduana (Knox, 2016).

Para que la produccion de semen sea rentable, es necesario obtener una cantidad
maxima de semen de calidad de cada uno de los eyaculados de los verracos
(Lopez et al., 2017).

Temperatura

Se ha determinado empiricamente que la temperatura éptima de almacenamiento
del semen de verraco conservado en liquido esta entre 15°-18° C. Las
temperaturas mas bajas proporcionan una ventaja para inhibir el crecimiento
bacteriano, pero se consideran criticas debido a la alta sensibilidad de los
espermatozoides del verraco al dafio por frio. Se ha demostrado que las
temperaturas de almacenamiento mas altas provocan una deficiencia de energia
debido a una depresidén insuficiente de la actividad metabdlica de las células. Sin
embargo, falta evidencia experimental de alteraciones del estado energético de los
espermatozoides en relacion con la temperatura y la duracion del almacenamiento
(Henning et al., 2022).
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Los espermatozoides porcinos recién colectados son sensibles a una rapida
reduccion de la temperatura debido a los procesos de transicion y separacion de
fases de los lipidos. La gestion de la temperatura durante el procesamiento del
semen puede determinar la calidad de las muestras almacenadas. La gama de
temperaturas para las transiciones de fase lipidica en las membranas de los
espermatozoides porcinos se sitta entre 10°-30° C. Las temperaturas por debajo
de la transicion de fase van acompafiadas de un aumento de la permeabilidad de
la membrana con la consiguiente fuga de cationes, la reduccion de la actividad
enzimatica y la alteracion de las proteinas de la membrana. Las membranas de los
espermatozoides porcinos tienen una menor concentracion de colesterol y, por lo
tanto, se vuelven mas labiles al enfriamiento que los espermatozoides de otras

especies (Schulze et al., 2013).

El manejo de los eyaculados debe ser controlado y asistido para evitar el dafio de
los espermatozoides y evitar una repercusion directamente en la calidad

espermética (Lopez et al., 2017).

Diluyentes de semen porcino

Los diluyentes suelen ser soluciones translicidas que evitan que los
espermatozoides se aglutinen (Brito et al., 2016). Son medios utilizados para el
almacenamiento de liquidos necesarios para prolongar la supervivencia de los
espermatozoides proporcionando energia a las células, amortiguando el pH de la

suspension y evitando el crecimiento de bacterias (Lopez et al., 2017).

En los ultimos 30 afios, los hitos de la investigacién han incluido el desarrollo de
diluyentes con capacidad de mayor preservacion (Waberski et al., 2019). Los
primeros diluyentes eran simples, ya que servian para extender el volumen,
mantener el pH, proporcionar el equilibrio osmotico y estabilizar la membrana.
Pueden clasificarse en corto plazo (3 dias), mediano plazo (4-5 dias) y largo plazo
(>7 dias). Los diluyentes de largo plazo, cuyas férmulas son en su mayoria

patentadas, pueden contener mejores agentes amortiguadores, antioxidantes,

-15-



antibioticos y son populares en muchos lugares del mundo por sus resultados en

campo (Knox, 2016).

La mayoria de los diluyentes en el mercado proporcionan una proteccion
aceptable de la viabilidad del esperma durante las primeras 72 horas de
almacenamiento, aunque la motilidad y la fertilidad disminuyen cuando el semen
se almacena durante mas de 4 dias (Lopez et al., 2017). En el centro de IA, los
diluyentes se reciben en forma de polvo y se disuelven en agua bidestilada o
desionizada. La calidad del agua puede ser importante para la supervivencia, la
fertilidad del esperma, y se requiere pureza de los compuestos organicos,
bacterias, endotoxinas, particulas e iones inorgénicos. La purificacibn puede
producirse mediante procesos que implican la destilacién, la deionizacion, la
filtracion y la iluminacion UV. Su pureza puede comprobarse mediante el pH, la
conductividad, la osmolaridad y la bacteriologia (Knox, 2016). No solo es
importante la calidad microbiolégica del agua, sino también el contenido de
electrolitos, especialmente la ausencia de iones calcio (Lopez et al., 2017).

Se ha estimado que en la actualidad se utilizan aproximadamente 12.8 millones de
litros de diluyente al afio en todo el mundo. La calidad del agua y la precisién de la
preparacion del diluyente tienen un enorme impacto en la calidad del esperma
almacenado. Los modernos equipos de produccion de agua, por ejemplo, la
osmosis inversa y la desinfeccion del agua mediante luz UV, son comunes en
muchos centros de IA. Los errores humanos y técnicos en la preparacion del
diluyente son fuentes potenciales de errores, especialmente en los centros con

una alta rotacién de personal y falta de capacitacion (Riesenbeck et al., 2015).

Los malos resultados medidos por la calidad del semen suelen estar asociados a
la contaminacion bacteriana o a desequilibrios osmoticos debido a errores de
pesaje durante la preparacion del diluyente. Los espermatozoides porcinos son
especialmente sensibles a las condiciones hipoténicas resultantes de una

medicion inexacta (baja) por peso del polvo de diluyente (Riesenbeck et al., 2015).

La IA también simplific6 la propagacion y el intercambio de potencial genético

incluso mas alla de las fronteras nacionales. Sin embargo, esto viene junto con un
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mayor riesgo de propagacion de enfermedades a través de semen preservado, lo
gue requiere un alto nivel de control sanitario. Debido al proceso de recoleccion, el
semen porcino suele contener bacterias. Por esta razdn, los antibidticos se
incluyen comunmente en los diluyentes de semen porcino. Para prevenir la
propagacion de enfermedades, las regulaciones nacionales e internacionales
estipulan que los antibioticos tienen que ser parte del diluyente (Oehler et al.,
2019). Tradicionalmente, la penicilina y la estreptomicina eran la combinacion
antimicrobiana comun que se agregaba a los diluyentes. Hoy en dia, la clase de
conservantes antimicrobianos mas utilizada en los diluyentes de semen porcino

son los aminoglucésidos, especialmente la gentamicina (Schulze et al., 2014).

La inclusién de antibioticos en el diluyente tiene efectos importantes en la
supervivencia de los espermatozoides porque las bacterias se asocian
comunmente con los eyaculados porcinos y pueden crecer bastante bien en el
diluyente a temperaturas de almacenamiento mas elevadas, ocasionando efectos
espermicidas. Se han establecido métodos para reducir al minimo la
contaminacion del semen y son el mejor enfoque para reducir el riesgo de
contaminacion asegurando que las heces se retiren del area de recoleccién, y se
han establecido procedimientos para proteger el eyaculado de la contaminacion
bacteriana del area del prepucio y los vellos (Knox, 2016).

A pesar de los numerosos proyectos de investigacion en los diluyentes, la
desventaja consiste en la temperatura de almacenamiento requerida, por regla
general a 17° C (puede variar entre 15°-18° C). Esta temperatura de
almacenamiento representa un problema logistico no sdélo para el transporte sino
también para el almacenamiento en la granja. Se necesitan cajas especiales con
temperatura controlada. El semen podria ser transportado a larga distancia,
incluso mas alla de las fronteras nacionales con el diluyente apropiado
(Riesenbeck, 2011).
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Evaluacién de la fertilidad del verraco y del semen

El control de calidad para la produccion de dosis de IA implica pruebas para
identificar problemas de fertilidad en un verraco o en una eyaculacion mediante el
espermiograma. Muchos estudios de verracos se basan en la evaluacion
microscopica de la motilidad, las anormalidades del eyaculado y en la evaluacion
microscopica o fotométrica de la concentracién de espermatozoides (Knox, 2016).
Un namero cada vez mayor de CTG estan aplicando sistemas de control de
calidad en los que se supervisa cada paso, desde la colecta hasta el envasado por
medio de auditorias externas (Lopez et al., 2017).

La introduccion del andlisis de semen asistido por computadora ha revolucionado
la forma en que muchos centros grandes de IA procesan y evalian los
eyaculados. Las maquinas tienen la capacidad de contar rapidamente cientos de
espermatozoides en segundos para determinar la motilidad, la concentracién y

para calcular las tasas de dilucién para la produccion de dosis de IA (Knox, 2016).

Como parte integral de los programas de garantia de calidad, las empresas de cria
han definido criterios que incluyen la calidad del esperma al ultimo dia de
almacenamiento, es decir, la fecha de caducidad. Las comparaciones entre
organizaciones de cria pueden ser limitadas debido a los diferentes métodos de
evaluacion del semen y la ausencia de comparaciones entre laboratorios. No
obstante, los estandares minimos para el semen en cuanto a motilidad (70% de
motilidad total) y morfologia de los espermatozoides (20-30% de formas
anormales), con o sin especificacion de umbrales para espermatozoides con gotas
citoplasmaticas (15-30%), se encuentran en un rango similar. La motilidad y la
carga bacteriana son los principales parametros de calidad. Muchas
organizaciones exigen la ausencia de bacterias determinadas en las unidades
formadoras de colonias (UFC) después del cultivo aerdbico hasta la fecha de
vencimiento (Cuadro 3) (Waberski et al., 2019).
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Cuadro 3

PARAMETROS MINIMOS PARA EL USO DE SEMEN PORCINO EN 3 CASAS
GENETICAS PORCINAS (Waberski et al., 2019).

Parametros A B C
Motilidad total (%) |
Dosis seminal recién ND ND 30
procesada
Dosis sem_lnall gl dia de 60 60 20
expiracion
Motilidad progresiva (%) |
Dosis seminal recién ND ND ND
procesada
Dosis seminal al dia de
expiracion
Anormial_ldades 30 30 ND
espermaéticas (%)
Aglutinacion (%) 30 ND ND
Dias de ND 4 4
almacenamiento
Tipo de diluyente Ld Cd Cd
Contaminacioén
bacteriana (UFC/ml) O b S0
A) Pig Improvement Company (PIC)
B) Topigs Norsvin
C) DanBred
Cd = corta duracién
Md = media duracidn
Ld =larga duracién
ND = No Descrito

50 45 ND

Los avances también han permitido el analisis informatizado de la morfologia del
esperma y la utilizacién de la citometria de flujo (CF) para evaluar la funcionalidad
de un eyaculado. Estos parametros incluirian la motilidad, la viabilidad, la
integridad del acrosoma y del ADN, la funcion mitocondrial, la union al oviducto y
la penetracion del 6vulo. La seleccién de las combinaciones de pruebas que
generardn las mejores medidas de prediccion de la fertilidad del semen y el
semental continuara evolucionando (Knox, 2016). Por lo tanto, el analisis de CF y

el analisis de esperma asistido por computadora CASA (por sus siglas en inglés
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CASA = Computer Assisted Sperm Analysis), se toman tanto en las evaluaciones
de semen de la industria como en la practica de la investigacion (Boe-Hansen y
Satake, 2019).

Las dosis de IA deben ser de calidad, tener una alta bioseguridad, tener un alto
valor genético y mantener una alta viabilidad durante varios dias de
almacenamiento. Ademas, con el aumento de la intensidad de la produccion de
semen en los CTG, han aumentado las exigencias higiénicas para evitar la
entrada de bacterias multirresistentes en las dosis de inseminacion artificial

durante el procesamiento (Riesenbeck et al., 2015).

Evaluacién de semen por Sistema CASA

El principio del CASA consiste en la visualizacion y digitalizacion de imagenes
sucesivas de espermatozoides mediante una configuracion de microscopia con un
equipo informatico, seguida de un procesamiento y analisis de imagenes para
identificar y contar los espermatozoides mediante un programa informéatico. Como
se conoce el area de las imagenes, se puede calcular el volumen evaluado y la
concentracion de espermatozoides. Se utiliza una platina mecanica manual o
automatizada para posicionar la muestra en la coordenada X/Y deseada y para
ajustar el foco en el eje Z. La mayoria de los sistemas utilizan una iluminacion de
banda ancha dentro del espectro visible con objetivos de contraste de fase
negativo (o positivo) de 10X o 20X combinados con condensadores
correspondientes, mientras que otros sistemas también estan equipados con otros
tipos de iluminacion y filtros especiales para la deteccion de la fluorescencia. Las
imagenes se capturan con una camara digital, generalmente durante un periodo
de 0,5 segundos, utilizando una velocidad de adquisicion de fotogramas
predeterminada (por ejemplo, 60 MHz) controlada por un obturador de camara o la
duracion del pulso de la iluminacion estroboscopica. La mayoria de los sistemas
CASA utilizan programas informaticos patentados para detectar las cabezas de los
espermatozoides y establecer un centroide (es decir, un punto central en la

cabeza) que se utiliza para seguir las trayectorias de los espermatozoides. Las
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férmulas para el calculo de la concentracion de esperma forman parte del paquete
de programas informaticos, y se requieren y/o permiten diferentes niveles de
aportacion por parte del usuario. El area de evaluacién esta determinada por el
aumento utilizado, mientras que el volumen evaluado también esta determinado

por la profundidad de la camara utilizada para el analisis (Brito et al., 2016).

Se requieren camaras de medicion desechables (Leja®, MicroCell®, CellVision®,
Cell-Vu®) o redutilizables (Makler®) de 10 o 20mm de profundidad para estimar la
concentracion espermatica utilizando CASA. La profundidad de la camara debe
ser suficiente para un movimiento no restringido del esperma y variara
dependiendo de la especie animal. Se recomienda la evaluacion de al menos 400
espermatozoides para garantizar la precision (Brito et al., 2016).

Los sistemas de andlisis de esperma asistido por computadora (CASA) han
evolucionado durante aproximadamente 40 afios, a través de avances en
dispositivos para capturar la imagen de un microscopio, enormes aumentos en el
poder computacional concurrente con una sorprendente reducciéon en el tamafio
de las computadoras, nuevos lenguajes de computadora y actualizaciones. Los
conceptos bésicos para identificar los espermatozoides y sus patrones de
movimiento han cambiado. Se siguen utilizando sistemas mas antiguos y lentos.
La mayoria de los principales laboratorios de espermatologia e instalaciones de
procesamiento de semen tienen un sistema CASA, pero el grado de confianza en

él varia ampliamente (Amann y Waberski, 2013).

El sistema CASA abarca la evaluacion de la motilidad/cinética del esperma, y mas
recientemente los rasgos y caracteristicas morfologicas del esperma. Hoy en dia
el sistema CASA proporciona una interpretacion objetiva e independiente, con
mediciones detalladas de la motilidad del esperma, basadas en la microscopia
Optica y la video micrografia 2D. Se estan adoptando nombres mas apropiados
que indican lo que realmente se esta evaluando, incluyendo CASA-Conc
(concentracion), CASA-Mot (motilidad y/o cinematica), y CASA-Morph (morfologia
y/o morfometria) (Boe-Hansen y Satake, 2019).
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El pardmetro mas validado y tradicional medido por el sistema CASA es la
motilidad, que es una funcionalidad fundamental de un CASA. Los modernos
sistemas CASA se han desarrollado para abarcar algoritmos mejorados para
evaluar caracteristicas adicionales del esperma, como la concentracion, la
morfologia y la viabilidad. La mayoria de los principales laboratorios de andrologia
tienen un sistema CASA, incluyendo instalaciones mas grandes de procesamiento
de semen porcino. Hay varios sistemas disponibles, pero los principales
implicados en las aplicaciones veterinarias son: Minitube (AndroVision®), Hamilton
Thorne (IVOS®, CEROS®), Microptic (SCA®), PROISER R p D (ISAS®), Biophos®
(Qualisperm), Medical Electronic Vision (SQA Vision®), (CRISMAS®) y DITECT
(SMAS®) (Boe-Hansen y Satake, 2019).

En resumen, las lineas y trayectorias se construyen utilizando algoritmos que
conectan los centroides de los espermatozoides individuales, que proporcionan su
trayectoria real; la trayectoria curvilinea. La velocidad promedio en el tiempo a lo
largo de esta trayectoria es la velocidad curvilinea (por sus siglas en inglés VCL;
mm/s = Curvilinear velocity). La trayectoria media y la velocidad promediada en el
tiempo a lo largo de esta trayectoria es la velocidad media de trayectoria (por sus
siglas en inglés VAP; mm/s = Average path velocity). La trayectoria recta desde la
primera a la ultima posicion de una cabeza de esperma, y su velocidad a lo largo
de esta trayectoria es la velocidad en linea recta (por sus siglas en inglés VSL;
mm/s = Straight line velocity). La linealidad (LIN; relaciéon VSL/VCL; %), la rectitud
(relacion VSL/VAP; %) y la oscilacion (WOB; relacion VAP/VCL; %) se calcula a
menudo en base a estos pardmetros de velocidad) (ver imagen 1). La descripcién
estandar por defecto de los ajustes para el esperma del verraco se establece a
menudo en VAP >20 mm/s, y VSL 40 mm/s, con un umbral para la motilidad total
gue puede establecerse en un valor de alrededor del 70% (Boe-Hansen y Satake,
2019).

El procesamiento de imagenes inicial proporciona un centroide para cada
espermatozoide en el primer fotograma de una escena, y para cada celda se

deduce la ubicacion del centroide mas probable en fotogramas sucesivos. La
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conexion de los centroides de un espermatozoide proporciona su trayectoria real,
denominada trayectoria curvilinea. La velocidad promediada en el tiempo a lo
largo de esta trayectoria se denomina velocidad curvilinea (VSL; mm/s). Se calcula
la trayectoria y la velocidad media en el tiempo a lo largo de esta trayectoria se
denomina velocidad de trayectoria media (VAP; mm/s). Se traza una trayectoria en
linea recta desde la primera hasta la Ultima posicion de la cabeza de un
espermatozoide, y la velocidad a lo largo de esta trayectoria se denomina
velocidad en linea recta (VSL; mm/s). Para cada ubicacién de centroide hay una
desviacidon de la trayectoria promedio, y esto se denomina amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza (por sus siglas en inglés ALH; mm =
Amplitude of lateral head displacement). De manera similar, hay puntos donde la
ruta curvilinea se cruza con la ruta promedio, y el nimero de tales intersecciones
se denomina frecuencia de latido-cruce (por sus siglas en inglés BCF = Beat cross

frequency; nimero por segundo) (Amann y Waberski, 2013).

Algoritmos de trayectoria del espermatozoide

Centroids

Curvilinear path

Average path

/

Straight-line path

-
-
-
-

Imagen 1. Descripcion de terminologia del CASA (Amann y Waberski, 2013).

Centroids = Centroides; Beat cross = Punto de interseccidn entre la trayectoria

curvilinea y la ruta promedio; ALH = Amplitud del desplazamiento lateral de la

cabeza; Curvilinear path = Trayectoria curvilinea; Average path = Trayectoria
promedio; Straight-line path = Trayectoria en linea recta



La morfometria espermatica se ha convertido en algo comun en el conjunto de
parametros medidos por las plataformas del sistema CASA. Los principales
parametros incluyen mediciones de la cabeza del espermatozoide (longitud,
anchura, perimetro y area), identificacion de las gotas citoplasmaticas, la parte

media y la cola (longitud y anormalidades) (Boe-Hansen y Satake, 2019).

Los defectos sutiles en la parte media y la cola del espermatozoide, también se
asocian con los resultados de la produccién, como la presencia de gotas
citoplasmaticas que se correlacionan negativamente con la fertilidad y el tamafo
de la camada. Los datos morfométricos de la cabeza del espermatozoide varian
entre los verracos y las razas. Estas variaciones no parecen estar correlacionadas
con la integridad del ADN de los espermatozoides, pero tal vez la presencia de
gotas citoplasmaticas sea mas indicativa de la alteracion de las caracteristicas
morfométricas de la cabeza del espermatozoide del verraco y de la inestabilidad
de la cromatina. EI CASA utiliza tres tipos de microscopia, la iluminacion
convencional de campo brillante (que requiere tincion), el contraste de fase (que
utiliza monturas humedas) y la fluorescencia (que requiere una sonda

fluorescente) (Boe-Hansen y Satake, 2019).

La evaluacién de la concentracion de espermatozoides es un componente
esencial del andlisis del semen, y los resultados se utilizan, entre otras cosas, para
la certificacion de la solidez de la reproduccion, el diagndstico y/o el prondstico de
trastornos reproductivos, el procesamiento de las dosis de inseminacion, la
caracterizacion de las muestras de semen para el comercio y la evaluacién de los

efectos del tratamiento en la produccién de espermatozoides (Brito et al., 2016).

Un factor primordial que afecta al rendimiento de los sistemas CASA es la
capacitacion técnica de sus usuarios. Es importante que los técnicos estén
capacitados para comprender la teoria que hay detrds de CASA, asi como la
influencia que los ajustes iniciales pueden tener en la salida de datos y su
interpretacion. Como ocurre con todos los métodos utilizados para medir la

concentracion de espermatozoides, el correcto pipeteado, la dilucion y la mezcla
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minuciosa de la muestra son esenciales para obtener resultados fiables (Brito et
al., 2016).

La utilizacién de la evaluacion del semen no soélo se utiliza para determinar cuando
es probable que una muestra sea menos ideal o sub fértil, sino también para
predecir la fertilidad o el potencial de fertilizacion. En la industria de la
conservacion de semen porcino, los requisitos para un eyaculado normal suelen
estipularse como un minimo del 75% de espermatozoides morfolégicamente
normales, una motilidad total >70%, y un namero total >20x10° con un ndmero
total de espermatozoides por dosis de aproximadamente 2,000 millones. Los
desarrollos actuales y las reducciones en el costo de la instrumentacion de CASA
y CF significan que hay sistemas rentables disponibles para los CTG (Boe-Hansen
y Satake, 2019).

Bacteriospermia

Los eyaculados porcinos suelen contener carga bacteriana. Las bacterias pueden
afectar la calidad y la longevidad del semen porcino conservado durante el
almacenamiento, lo que resulta en menores tasas de fertilidad y pérdidas
econOmicas para los sementales. El efecto espermicida parece depender de la
concentracion de bacterias (Schulze et al., 2014). Como las dosis seminales son
esencialmente un medio de cultivo celular, resultan ser un ambiente ideal para el
crecimiento de bacterias comensales y patdégenas, por lo tanto, en algin momento
pueden expresar genes de resistencia a los antimicrobianos destinados a su
control (Kuster y Althouse, 2016). Comenzando con la recoleccion del semen, la
contaminacion del eyaculado debe ser lo mas baja posible para asegurar una
buena base para los siguientes pasos del procesamiento (Oehler et al., 2019). El
mayor riesgo de contaminar el semen con bacterias proviene de permitir que el
liguido prepucial entre en el recipiente de recoleccion. La fraccion de prepucio
contiene niveles bacterianos mas altos que las otras fracciones, y se recomienda
su desvio del contenedor de recoleccion (Kuster y Althouse, 2016). Dependiendo
del tipo de especie de bacteria y del nivel de contaminacion del eyaculado, la

motilidad y viabilidad de los espermatozoides disminuye y la tasa de aglutinacion
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de los espermatozoides aumenta. Varios estudios han demostrado que la
contaminacion del semen en el proceso de produccion de dosis seminales en el
laboratorio es un problema comin que puede incluso llevar a poblaciones de

bacterias resistentes a los antimicrobianos en la dosis final (Oehler et al., 2019).

Aunque la bacteriospermia puede reducir la longevidad de almacenamiento
mediante la aglutinacion de espermatozoides, el deterioro de la movilidad, la
integridad de los acrosomas y la pérdida de viabilidad de la membrana, no todos
los aislamientos bacterianos tienen el mismo impacto en el esperma, y son
multiples los factores que rigen sus efectos. La bacteriospermia puede dar lugar a
un rendimiento reproductivo subdptimo al reducir la capacidad de fecundacion de
los espermatozoides o inducir un entorno uterino hostil para los espermatozoides

ylo la supervivencia embrionaria (Kuster y Althouse, 2016).

Se ha recopilado una lista sustancial de bacterias del semen porcino atribuidas a
microorganismos fecales, prepuciales, cutdneos, capilares, y otras bacterias
ambientales de las zonas de procesamiento identificadas en dosis preparadas
para la IA. Las bacterias Gram negativas se recuperan mas comunmente de dosis
seminales, incluyendo contaminantes ambientales (Kuster y Althouse, 2016). La
contaminacion ambiental proviene del agua, el alimento, el equipo y los sistemas
de ventilacion de aire contaminados. Se ha observado resistencia a los
medicamentos entre los aislados de semen porcino contra los antibiéticos
comunmente utilizados como conservantes antimicrobianos en los diluyentes de

semen de porcino comerciales (Bresciani et al., 2014).

El semen porcino suele contener unos 104-10° UFC/ml (Oehler et al., 2019). Las
bacterias mas frecuentemente identificadas son Enterobacter cloacae, E. coli,
Serratia marcescens, Alcaligenes xylosoxidans, Burkholderia cepacia, Yy
Stenotrophomonas maltophilia  (Kuster y Althouse, 2016), asi como
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Aeromonas spp., Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis y Klebsiella pneumoniae (Oehler et al., 2019). La
mayoria pertenecen a la familia de las Enterobacteriaceae. Dentro de esta familia,

se ha demostrado que Serratia marcescens, Klebsiella oxytoca, Morganella
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morganii 0 Proteus mirabilis estan presentes en un alto porcentaje de muestras y

Su presencia se asocia con una reduccion de la motilidad (Lépez et al., 2017).

El método de procesamiento, distribucion y almacenamiento del semen liquido
fresco de los verracos antes de la inseminacion juega un papel importante en la
dindmica del crecimiento bacteriano y en el grado en que las bacterias pueden
dafiar el esperma o afectar a la cerda. Ademas de la concentracion inicial y el
tiempo de almacenamiento, se ha demostrado que hay otros factores que
interactian para modificar el impacto de la bacteriospermia, entre ellos la
temperatura de almacenamiento, la composiciéon del medio de dilucion y las
interacciones antimicrobianas (Kuster y Althouse, 2016). La temperatura de
almacenamiento favorece la supervivencia de las bacterias. La contaminacion
bacteriana del semen porcino se ha asociado con efectos deletéreos en la calidad
del semen, que afectan a la motilidad y la estructura del esperma y provocan la
aglutinacion de los espermatozoides y el acortamiento de su viabilidad. Esto
reduce la fertilidad, las tasas de concepcion y el tamafio de la camada al nacer y

acorta la vida atil de las dosis de semen (Bresciani et al., 2014).

Por ejemplo, los tiempos de generacion de bacterias difieren segun la temperatura
de almacenamiento, lo que altera el tiempo para alcanzar concentraciones criticas.
Asi mismo, la disponibilidad de los antimicrobianos y el tiempo de eliminacion
pueden ser modificados por el pH del diluyente y la temperatura de
almacenamiento. La incompatibilidad entre los antibidticos incluidos u otros
componentes del diluyente o el plasma seminal puede reducir la eficacia
antimicrobiana, incluso cuando se pueda demostrar la susceptibilidad al mismo
compuesto en circunstancias diferentes (Kuster y Althouse, 2016). La
preocupacion por la contaminacion bacteriana ha aumentado no solo por su efecto
negativo en la calidad del semen sino también por la deteccion de resistencia a los
antimicrobianos utilizados en las dosis de semen. Ademas, es necesario vigilar los
patdgenos bacterianos y virales porque afectan a la produccion y la calidad del

semen y constituyen un riesgo de infeccion del hato (Lopez et al., 2017).
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Debido a la falta de un método mas rapido y menos intensivo en mano de obra, el
control de cada eyaculacidn es poco practico y hasta ahora solo se analizan
muestras aleatorias para controlar los niveles de higiene de la produccion. Las
muestras son cultivadas en agar sangre a 37° C durante 24-48 horas. Es posible
que la mayoria de las dosis de semen ya se hayan vendido para cuando se
disponga de los resultados de las pruebas bacteriologicas, un problema que sélo
podria resolverse mediante la aplicacion de métodos mas rapidos para el examen
bacterioloégico de las muestras de semen (Oehler et al., 2019). Es muy
aconsejable realizar examenes microbioldgicos peridédicos del semen porcino en la
industria porcina para evitar el uso de dosis de baja calidad (Bresciani et al.,
2014). Al comprender las consecuencias de la bacteriospermia, corresponde a la
industria porcina aplicar estrategias de control y vigilar su eficacia (Kuster y
Althouse, 2016).

Hoy en dia, los programas de bioseguridad y los sistemas de produccion
segregados contintan evolucionando y adaptdndose para eliminar la transmisién
de enfermedades en el semen de los centros de IA a las granjas de reproduccion.
Para que la IA ayude a mantener o mejorar la salud de la granja de cria, el riesgo
de transmision debe ser eliminado del centro de IA (Knox, 2016). Entre las
perspectivas futuras para seguir controlando el impacto de la bacteriospermia en
el rendimiento reproductivo, asi como reducir potencialmente la necesidad de
antibioticos en las dosis seminales, se incluyen el almacenamiento de la dosis a
menor temperatura o la sustitucion por productos y sustancias naturales (Kuster y
Althouse, 2016).
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JUSTIFICACION

Actualmente, la inseminacion artificial se aplica en casi el 100% de las granjas
tecnificadas y ha adquirido una gran importancia en la produccion porcina en los
altimos veinte afios ayudando en la mejora de parametros reproductivos de las
empresas porcinas, asi como también, el refuerzo de la bioseguridad bloqueando
la transmisidon de enfermedades bacterianas y, sobre todo, favoreciendo la
transmision y expansion del material genético de forma rapida, segura y eficiente.
Sin embargo, es de vital importancia evaluar las dosis seminales para identificar
problemas en la calidad espermética durante el procesamiento de la dosis, la
temperatura de transporte (estrés térmico), la evaluacién del efecto del diluyente
sobre la calidad espermética, los dias de almacenamiento y el crecimiento

bacteriano.

El presente estudio tuvo como finalidad determinar la importancia de llevar a cabo
una evaluacion completa de las dosis seminales de verracos utilizadas en la
inseminacion artificial al someterse a factores que pueden alterar sus parametros y

eficacia, como el estrés térmico.
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HIPOTESIS

El estrés térmico provocara la disminucién de la calidad espermatica favoreciendo
el crecimiento bacteriano a través de los dias que permanecen las dosis seminales

en almacenamiento.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar dosis seminales de verraco con diluyente de larga duracion sometidas a
estrés térmico para determinar la calidad espermatica y el desarrollo bacteriano
mediante el analisis del Sistema CASA (Computer Assisted Sperm Analysis)

AndroVision®, cultivo, aislamiento y tipificacién bacterioldgica.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Monitorear y medir las temperaturas de transporte de las dosis seminales

mediante un registrador de temperatura digital (data logger®).

. Evaluar la calidad espermética de las dosis seminales mediante los
pardmetros establecidos de concentracion, motilidad total, motilidad
progresiva, anormalidades espermaticas y grado de aglutinacién con el
andlisis del Sistema CASA (Computer Assisted Sperm Analysis)
AndroVision®.

. Evaluar la calidad espermatica de las dosis seminales mediante tinciones
fluorescentes para determinar la integridad de membrana, integridad de
acrosoma y actividad mitocondrial del espermatozoide con el analisis del

Sistema CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) AndroVision®.

Determinar el crecimiento bacteriano en unidades formadoras de colonia
(UFC) a través de los dias de almacenamiento de las dosis seminales

mediante el cultivo, aislamiento y tipificacién bacteriologica.
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MATERIAL Y METODOS

Recepcion de dosis seminales

Las muestras seminales se obtuvieron de un Centro de Transferencia Genética
(CTG) ubicado en Tangancicuaro, Michoacan, las cuales fueron enviadas por

medio de una empresa de mensajeria hacia su destino Querétaro, Qro.

Las muestras fueron empacadas en hieleras selladas con refrigerantes (150g o
250g) para mantener una temperatura de conservacion adecuada de 17° C (x3° C)
amortiguadas con material de relleno, asi como una placa de divisién de unicel.
Desde su salida se resguardaron con un empaquetado estandar, se coloc6é un
registrador de temperatura digital Data Logger® para medir la temperatura de

transporte cada 5 minutos (ver Imagen 2).

Imagen 2. A) Registrador de temperatura digital Data Logger®. B) Dosis seminales
(2 controles, 2 experimentales).
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Una vez que se recibieron las dosis, se descargo el registro de temperaturas de
transporte de las dosis registradas en el Data Logger®. Se recibieron 4 dosis
seminales por semana durante 16 semanas, las cuales se desinfectaron
superficialmente por medio de aspersion con un desinfectante a base de
Trocloseno de Sodio (Taharsept®) de uso en el area agropecuaria para cumplir
con los protocolos de bioseguridad de recepcion de muestras, dejando actuar el

producto por 5 minutos.

Se realizo el registro de temperaturas de recepcion con un termémetro digital
(Raytek® Raynger ST). Posteriormente, fueron llevadas al conservador de dosis
seminales Minitube® atemperado a 17° C controlado por una unidad de control
para sistemas de calefaccion Minitube HT 200® (ver Imagen 3).

Imagen 3. A) Area de desinfeccion designada. B) Dosis seminales empacadas en
contacto con el registrador de temperatura digital Data Logger®. C) Termémetro
digital. D) Conservador de dosis seminales atemperado a 17° C y unidad de
control.
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El total de muestras para los grupos controles fueron 32 dosis y para el grupo
experimental 32 dosis para obtener un total de 64 dosis seminales evaluadas. Las
muestras fueron distribuidas para el andlisis y evaluacion de la calidad
espermética mediante el Sistema CASA (Computer Assisted Sperm Analysis)

AndroVision® y para el analisis bacteriol6gico (ver Imagen 4).

Base de 32 control
dates a

B4 muestras de
ﬁ dosts seminales
Cultive y
aislamiento 32
bacterioligico axperimental
64 muastras de

A
dasis seminales
Andlisls de calidad
espermatica 32
axperimental

Imagen 4. Esquema general del flujo de recepcion de las dosis seminales.

Labaratorio de
bactericlogia y de
andlisis de calidad
espermatica

Salda del CTG

Reglstradar de
T digital

B4 muestras de

dosts seminales

Metodologia semanal

Registro de las dosis seminales

Se llevé a cabo el registro de las dosis seminales de manera manual en bitacoras
de recepcion y en la base de datos del Sistema CASA AndroVision®, en donde se
reporta la identificacion del semental o lote, especie, raza, fecha de elaboracion,
volumen de la dosis (pesado con bascula Ohaus® YS Series), temperatura
(tomado con termémetro digital Raytek® Raynger ST), CTG de donde provienen y
la opcion de “eyaculados multiples” para poder evaluar las dosis seminales las

veces que sean necesarias (ver Imagen 5).
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Nombre donante -

ID donante ©

Especie ~ -
Raza -
Centro ~° -
Establo (¥

No. animal

Codigo

B

Fecha de nacimiento

Fecha de ingreso

Estado donante Produccion v

Eyaculados multiples

Imagen 5. Registro en la base de datos del Sistema CASA AndroVision®.

Preparacion de las muestras

Cada una de las 4 dosis seminales recibidas por semana fue homogenizada de
forma suave con ayuda de un agitador rotatorio multitubo Thermo Scientific® con
movimientos en ocho para ser abiertas en una campana bacteriolégica de acrilico
y 3 mecheros de alcohol en su interior y asi poder ser divididas en 18 partes cada
dosis seminal en microtubos para centrifuga Sarstedt® SafeSeal Reagiergef 2ml,
para evitar el riesgo de contaminacion. En cada uno de los 18 microtubos, se
colocaron 1.5 ml de dosis seminal, para ser distribuidas de la siguiente manera: 3
muestras destinadas al analisis de calidad espermatica y 9 muestras destinadas a
realizar las tinciones de fluorescencia por medio del sistema CASA, asi como 6

muestras destinadas para el cultivo y aislamiento bacteriolégico.
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Imagen 6. A) Agitador rotatorio multitubo. B) Dosis seminal dividida en 18 partes
en microtubos para centrifuga.

Grupos experimentales

El grupo control estuvo conformado por 32 muestras de dosis seminales totales
con 3 evaluaciones realizadas a las 24, 48 y 96 horas de conservacion

permaneciendo a una temperatura de 17° C.

El grupo experimental estuvo conformado por 32 muestras de dosis seminales
totales con 3 evaluaciones realizadas: la primera evaluacién a las 24 horas cuando
las dosis permanecieron a 17° C, la segunda evaluaciéon a las 48 horas donde se
sometieron a un estrés térmico de 25° C con una unidad de calefaccion Mofa®
Global y posteriormente a las 96 horas una vez que las dosis volvieron a
conservarse a 17° C (ver Imagen 7).
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Imagen 7. Esquema de metodologia a seguir en el analisis de calidad espermatica
y el cultivo y aislamiento bacterioldgico.

Analisis y evaluacion de calidad espermaética (Sistema CASA

AndroVision® y tinciones de fluorescencia)

Modulo de “Morfologia y Morfometria” y “Motilidad y
Concentracion”

La muestra se incubo a 37° C/20min en una unidad de control para sistemas de
calefaccion Minitube HT 300® con bloque de calefaccion para viales. Terminado el
tiempo de incubacion, se procedié a tomar la muestra de 1.5ml y se homogeneizé
en un vortex Biosan® MiniSpin MSC-6000 a 2000rpm/3seg. Después, se
obtuvieron 3ul con una micropipeta Rainin® Pipet-Lite XLS de 0.5-10ul para
colocar en la cAmara de conteo Leja® con la punta previamente atemperada a 37°
C en una mini-incubadora Minitube®, y se colocaron en una de las cuatro partes en
que se divide la camara Leja®, la cual estaba también previamente atemperada en

la misma mini-incubadora Minitube® (ver Imagen 8).
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Imagen 8. Llenado correcto de la camara Leja® y sus divisiones.

Se colocé la camara de conteo Leja® en el microscopio Zeiss® AxioLab Al con
contraste de fases y mesa robotizada ScanStage® atemperada a 37° C, objetivo
10x sin fluorescencia, adaptador 1x y se procedio a realizar el andlisis de calidad
espermatica con el software Sistema CASA AndroVision® por medio de los
modulos de “Morfologia y Morfometria” y “Motilidad y Concentracién” para la
obtencion de los datos siguientes: % motilidad total, % motilidad progresiva,
concentracion espermatica de la muestra [10%/ml], células espermaticas inmoviles,
anormalidades (cabeza, cola, gota proximal, gota distal), total de células
espermaticas por dosis, espermatozoides viables por dosis y grado de aglutinacién
(ver Imagen 9, 10y 11).
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Imagen 9. Campo de video y campo de andlisis del Sistema CASA AndroVision®.
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Imagen 10. Imagenes tomadas de los videos obtenidos de la evaluacion del
Sistema CASA AndroVision® y médulos de “Morfologia y Morfometria” y “Motilidad
y Concentracion”.

Imagen 11. A) Unidad de control para sistemas de calefaccién atemperado a 37°
C con bloque de calefaccion para viales. B) Mini-incubadora atemperada a 37° C
con puntas para pipeta y camaras Leja®en su interior; vortex y pipetas manual y
electrénica. C) Microscopio Zeiss® AxioLab Al con contraste de fases y mesa
robotizada atemperada a 37 °C, objetivo 10x sin fluorescencia y adaptador 1x. D)
Sistema CASA AndroVision® y médulos de “Morfologia y Morfometria” y “Motilidad
y Concentracion”.



Modulo de “Analisis Avanzados” (tinciones de fluorescencia)

Las muestras tefiidas con los tintes fluorescentes especificos emiten luz de una
longitud de onda o de un color en especifico. Los colorantes también son
activados por la luz de una longitud de onda especifica. Las tinciones
fluorescentes tifien estructuras especificas de los espermatozoides, dependiendo
de la integridad y el estado funcional de estas estructuras. Estos diferentes colores
son detectados y evaluados por el software AndroVision®. Debido a la alta
velocidad de andlisis, varios cientos de espermatozoides pueden ser analizados

en muy poco tiempo (ver Imagen 12).

AndroVision

Analisis avanzado

 Anslsia Avsnzagos

{ Viatidad
| = LA

f Viat-ixad Actiywiad
y YBR&14/P1 Mitocongnal

Imagen 12. Médulo de “Analisis Avanzados” del Sistema CASA AndroVision®.

Integridad de membrana (viabilidad)

Para el ensayo de la integridad de la membrana plasmatica, se utiliz6 una doble
fluorescencia con Hoechst 33342/Pl. La Bisbenzimida (Hoechst 33342) es
utilizada como una contra tincién nuclear que penetra la membrana celular en la
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célula viva y emite una fluorescencia azul cuando se une al ADN por lo que se
utiliza como un sistema de etiquetado del mismo. Por esta razon el ADN de todos
los espermatozoides con membrana integra se etiquetaron en azul. Por su parte el
Yoduro de Propidio (Pl) es una contra tincion nuclear que no puede penetrar
membranas celulares funcionales por lo que se utiliza para etiquetar células con
membranas dafiadas, anulando la tincion azul de Hoechst. Los espermatozoides
con membranas dafiadas se marcaron en rojo/violeta. Sobre esta base,
AndroVision® determino el porcentaje de espermatozoides con membranas

dafadas e intactas.

La muestra se incub6 a 37° C/20min en una unidad de control para sistemas de
calefaccion Minitube HT 300® con bloque de calefaccion para viales. Terminado el
tiempo de incubacién, se procedié a tomar la muestra de 1.5ml y se centrifugd en
un voértex marca Multispin MSC-6000® a 2000rpm/3seg. Después, se obtuvieron
500ul de dosis seminal con una pipeta electrénica (E4 XLS+®) y se colocaron en
un microtubo para centrifuga SafeSeal Reagiergef®, el cual estaba previamente

atemperado en el bloque de calefaccion para viales a 37° C.

Posteriormente, se centrifugd la tinciéon en un vértex marca Multispin MSC-6000® a
2000rpm/3seg, se tom6 una muestra de 1.5ul de tincibn Hoechst 33342/PI con
una pipeta de 0.5-10 pl Pipet-Lite XLS® y se adicioné al microtubo que contenia la
muestra de dosis seminal. La mezcla se centrifugé a 2000rpm/3seg y se incubo a
37° C/15 min.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se procedié a centrifugar nuevamente la
muestra y se tomaron 5pl con una pipeta de 0.5-10pl Pipet-Lite XLS® para llenar
camara de conteo y andlisis de motilidad del esperma marca Leja® con la punta
previamente atemperada a 37° C en una mini-incubadora marca Minitube®, y se
colocaron en una de las 4 partes en que se divide la camara Leja®, la cual estaba

también previamente atemperada en la misma mini-incubadora Minitube®.

Se coloco la camara de conteo Leja® en el microscopio Zeiss AxioLab A1® con
contraste de fases y mesa robotizada ScanStage® atemperada a 37° C, objetivo

10x con fluorescencia, adaptador 1x y se procedido a realizar el analisis de
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integridad de membrana (viabilidad) con el Sistema CASA AndroVision® por medio
de los mdédulos de “Analisis Avanzados” en el apartado “Viabilidad” (ver Imagen
13).

Doble tincion fluorescente Hoechst 33342/PI

Tincién: Hoechst 33342 Tincion: PI (Yoduro de propidio)
Funcion: Penetra las membranas Funcion: Penetra Unicamente membranas
plasmaticas y se adhiere al ADN plasmaticas dafiadas

Color: Azul Color: Rojo/Violeta
AndroVision® determina el % de espermatozoides con membranas dafiadas o
intactas

Vivos/Muertos

Imagen 13. Analisis de integridad de membrana (viabilidad) por medio de los
modulos de “Analisis Avanzados” en el apartado “Viabilidad”.

110

367

Integridad de acrosomas

Para el ensayo de la integridad del acrosoma, se utiliz6 una tincion de doble
fluorescencia con H33342/FITC-PNA (isotiocianato de fluoresceina-aglutinina de
mani). Esta molécula pertenece al grupo de los colorantes de xanteo (compuesto
organico de color amarillo), también considerado un fluorocromo derivado de la
fluoresceina. Los fluorocromos son moléculas capaces de emitir fluorescencia al

ser excitadas a ciertas longitudes de onda. Por lo tanto, todos los espermatozoides
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se marcaron en azul gracias a la tincion de H33342. Los acrosomas dafiados de
estas células se marcaron en verde cuando se aplico la tincion FITC-PNA. Sobre
esta base, AndroVision® determind el porcentaje de espermatozoides con

acrosomas dafiados e intactos.

La muestra se incubd a 37° C/20 min en una unidad de control para sistemas de
calefaccion Minitube HT 300® con bloque de calefaccion para viales. Terminado el
tiempo de incubacion, se procedié a tomar la muestra de 1.5ml y se centrifugo en
un voértex marca Multispin MSC-6000® a 2000rpm/3seg. Después, se obtuvieron
500ul de dosis seminal con una pipeta electrénica E4 XLS+® y se colocaron en un
microtubo para centrifuga SafeSeal Reagiergef®, el cual estaba previamente
atemperado en el bloque de calefaccion para viales a 37° C.

Posteriormente, se centrifugd la tinciéon en un vértex marca Multispin MSC-6000® a
2000rpm/3seg, se tomd una muestra de 270ul de tincion Hoechst 33342/FITC-
PNA con una pipeta electrénica E4 XLS+®y se adicioné al microtubo que contenia
la muestra de dosis seminal. La mezcla se centrifugé a 2000rpm/3seg y se incubo
a 37° C/20min.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se procedié a centrifugar nuevamente la
muestra y se tomaron 5ul con una pipeta de 0.5-10pl Pipet-Lite XLS® para llenar
camara de conteo y andlisis de motilidad del esperma marca Leja® con la punta
previamente atemperada a 37° C en una mini-incubadora marca Minitube®, y se
colocaron en una de las 4 partes en que se divide la caAmara Leja®, la cual estaba

también previamente atemperada en la misma mini-incubadora Minitube®.

Doble tincidon fluorescente Hoechst 33342/FITC-PNA
Tincion: Hoechst 33342 Tincion: FITC-PNA
Funcién: Penetra Unicamente acrosomas Funcién: Penetra Unicamente acrosomas
intactos dafados
Color: Azul Color: Verde
AndroVision® determina el % de espermatozoides con acrosomas dafiadas o
intactos
Importante para una fecundacion exitosa
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Imagen 14. Analisis de integridad de acrosomas por medio de los modulos de
“Analisis Avanzados” en el apartado “Acrosoma”.

Se colocé la camara de conteo Leja® en el microscopio Zeiss AxioLab A1® con
contraste de fases y mesa robotizada ScanStage® atemperada a 37° C, objetivo
10x con fluorescencia, adaptador 1x y se procedid a realizar el analisis de
integridad de acrosomas con el Sistema CASA AndroVision® por medio de los

modulos de “Analisis Avanzados” en el apartado “Acrosoma” (ver Imagen 14).

Actividad mitocondrial

Para la evaluacion de la actividad mitocondrial, se utiliz6 una doble tincion de
fluorescencia con H33342/Rhodamin123. Todos los espermatozoides se marcaron
en azul (H33342). Ademas, la pieza media del esperma con mitocondrias activas
se marc6 en verde (Rodaminal23). Sobre esta base, AndroVision® determiné el

porcentaje de espermatozoides con alta actividad mitocondrial.

La muestra se incubd a 37° C/20 min en una unidad de control para sistemas de
calefaccion Minitube HT 300° con bloque de calefaccién para viales. Terminado el
tiempo de incubacién, se procedié a tomar la muestra de 1.5ml y se centrifugé en
un vértex marca Multispin MSC-6000® a 2000rpm/3 seg. Después, se obtuvieron
500ul de dosis seminal con una pipeta electronica E4 XLS+® y se colocaron en un
microtubo para centrifuga SafeSeal Reagiergef®, el cual estaba previamente

atemperado en el bloque de calefaccion para viales a 37° C.

Posteriormente, se centrifugd la tincion en un vértex marca Multispin MSC-6000® a

2000rpm/3 seg, se tomO wuna muestra de 40ul de tincibn Hoechst
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33342/RHODAMIN 123 con una pipeta electronica E4 XLS+® y se adicioné al
microtubo que contenia la muestra de dosis seminal. La mezcla se centrifugé a

2000rpm/3 seg y se incubd a 37° C/20min.

Transcurrido el tiempo de incubaciéon, se procedié a centrifugar nuevamente la
muestra y se tomaron 5yl con una pipeta de 0.5-10ul Pipet-Lite XLS® para
colocarlo en un portaobjetos simple previamente atemperado a 37° C en una
unidad de control para sistemas de calefaccién Minitube HT 300® y se realizé un
barrido con ayuda de otro portaobjetos para hacer un frotis, el cual se dejo secar a

temperatura ambiente.

Se colocé el frotis en el microscopio Zeiss AxioLab A1® con contraste de fases y
mesa robotizada ScanStage® atemperada a 37° C, objetivo 10x con fluorescencia,
adaptador 1x y se procedio a realizar el andlisis de actividad mitocondrial con el
Sistema CASA AndroVision® por medio de los médulos de “Analisis Avanzados”

en el apartado “Mitocondria” (ver Imagen 15y 16).

Doble tincion fluorescente Hoechst 33342/Rhodamin 123

Funcion: Hoechst 33342 Funcion: Rhodamin 123
Funcién: Todos los espermatozoides son Funcién: Penetra Gnicamente la pieza
tefiidos de azul intermedia del espermatozoide con
mitocondrias activas
Color: Azul Color: Verde

AndroVision® determina el % de espermatozoides con alta actividad mitocondrial
Evaluacion del metabolismo energético del espermatozoide

Imagen 15. Analisis de actividad mitocondrial por medio de los médulos de
‘Analisis Avanzados” en el apartado “Mitocondria’.
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Imagen 16. Procedimiento de preparacion de la muestra para llevar a cabo la
evaluacion de “actividad mitocondrial” por medio del médulo de “Analisis

Recapciin de
dosis seminales

Descarga de la base
de datos del reglstra
de temperaturas de
transparte per medic
de un registrador de
terperatira digital
LOGGER®

Registro de dasis
seminales en bitacoras de
recepcitn y en la base de

datos del software

Sisterna CASA
AndroVision®™

O Terrperatura
0 Volumen
O Infarmacién general

Avanzados”.

Espermatozoides
viahles per dosis

esperméficas.
inmeviles

Anilisis de calidad
espermatica
Software Sistema CASA
AndroVision® Total de
Concentracion celulas
espermalica de espermiticas
la muestra por dosis

Anrmalidades
(cabeza. cola,
gata preximal,
gota distal)

[10%/mi]
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Imagen 17. Esquema general de metodologia a seguir en el analisis de calidad

espermatica.
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Analisis Bacterioldgico
Preparacion de medios de cultivo
Agar tripticasa soya (TSA)

Para el analisis bacteriologico, primero se realiz6 el medio de cultivo de Agar
tripticasa soya (TSA), MCD LAB®, medio de cultivo para microorganismos no
exigentes segun las instrucciones del proveedor, se rehidrataron 50 g del medio
en un litro de agua destilada, se dejé reposar de 10-15 minutos y posteriormente
se calento hasta el punto de ebullicién hasta su disolucién por completo del medio,
se tapo el matraz con tapa de baquelita para esterilizar en autoclave a 121 °C/15-
20 min. Posteriormente se dejo enfriar aproximadamente a 45-55 °C para realizar
el vaciado en cajas Petri con una cantidad aproximada de 25 a 30 ml en el area de
vaciado, hasta que gelific6. Se procedié a realizar la prueba de esterilidad
incubando los medios a 37° C/24 horas. Pasado el tiempo, se identificaron y se

pasaron al &rea de conservacion y almacenamiento de medios.

Agar MacConkey (McC)

Para el analisis bacteriologico, primero se realiz6 con el medio de cultivo de Agar
MCD LAB® que es un medio de cultivo selectivo y diferencial para el aislamiento
de bacterias entéricas Gramnegativas, segun las instrucciones del proveedor, se
rehidrataron 50g del medio en un litro de agua destilada. Se dejo reposar de 10-15
minutos y posteriormente se calentd hasta el punto de ebullicion hasta su
disolucién por completo del medio, se esteriliz6 en autoclave a 121° C/15-20min.
Posteriormente se dejo enfriar aproximadamente a 43° C para realizar el vaciado
en cajas Petri, todo esto en un area de vaciado con medidas de esterilidad. Una
vez preparado el medio MacConkey (McC) se procedid a realizar la prueba de
esterilidad incubando los medios a 37° C/24 horas. Pasado el tiempo, se

identificaron y se pasaron al area de conservacion y almacenamiento de medios.
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Agar Sangre (AS) y agar chocolate (Ach)

Se realiz6 con el medio de cultivo de la MCD LAB®: Se rehidrataron 40g del medio
TSA (agar soya tripticaseina) en un litro de agua destilada. Se dejé reposar 10-15
minutos y posteriormente se calenté hasta el punto de ebullicion hasta su
disolucion por completo. Se esterilizé en autoclave a 121° C/15-20min. Se dejo
enfriar aproximadamente a 43° C para realizar el vaciado de la sangre de bovino
estéril al 5% en cajas Petri para hacer agar sangre (AS) y a 56° C para hacer agar
chocolate (Ach). Una vez preparado el medio AS y Ach se procedi6 a realizar la
prueba de esterilidad incubando los medios a 37° C/24 horas. Pasado el tiempo,
se identificaron y se pasaron al area de conservacion y almacenamiento de

medios.

Cultivo bacterioldgico

Cultivo de las
muasiras de
dosis seminal en

placas con
fmedios Gram ()
especifcos Pruebas basicas de
identificackdn bacteriana:
0 Oxidasa
O Catalasa
Posteriormente:
aTsl
Incubacién
aire Ialé:;‘a
O Citrate
Cbsenvackin Realizacion de
de placas para A Agrupacion
el andlisls a Gram alas de Gram (+) Gram (+)
las 24 y 48 colonias bien ¥ (<) Pruebas basicas de
haras diferenciadas identificackdn bacteriana:
O Catalasa
0 Ceagulasa
0 Manitol anaerobio urea
Separacion 0 Carbohidrates
de colonias
bacterianas
dé interés

Imagen 18. Esquema general de metodologia a seguir en el cultivo y aislamiento
bacteriologico.

-49-



Se llevo a cabo el cultivo bacteriolégico en medios especificos agar MacConkey,
agar sangre y agar chocolate bajo una campana y 3 mecheros de alcohol para

evitar cualquier riesgo de contaminacion.

Las muestras destinadas para analisis bacteriologicos fueron sembradas en las
placas bacteriolégicas agregando 1ml de dosis seminal distribuidos por todo el
agar y se dejaron secar a temperatura ambiente. Posteriormente fueron llevadas al
conservador de dosis seminales Minitube® atemperado a 37° C controlado por una
unidad de control para sistemas de calefaccion Minitube HT 200®. La lectura se

realizo a las 24 y 48 horas (ver Imagen 18y 19).

Imagen 19. Ay B) Campana y mecheros de alcohol para evitar contaminacion de
los agares bacteriolégicos. C y D) Conservador de dosis seminales atemperado a
37° C para la incubacion de las placas bacteriologicas y unidad de control para
sistemas de calefaccion.
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Aislamiento bacterioldgico

En el caso del desarrollo bacteriano se realiz6 la tipificacion bacteriana segun la
literatura, donde se menciona que el primer paso para la identificacién bacteriana
es realizar una Tincién de Gram para determinar morfologia, afinidad tintorial y
agrupacion, para que posteriormente se desarrolle un protocolo segun el resultado

de dicha tincion.

Tincion de Gram

El primer paso que se realizo a las muestras que mostraron crecimiento bacteriano
fue un frotis fijo en un portaobjetos limpio, marcando con lapiz graso el area donde
se colocé una gota de muestra de cultivo con ayuda del asa microbiolégica
previamente esterilizada con calor al rojo vivo, dejando secar a temperatura
ambiente la laminilla y se paso tres veces por la llama del mechero con el frotis
extendido hacia arriba para realizar la tincidon de Gram. Posteriormente, se agregé
el colorante primario (cristal violeta) y el catalizador de la reaccion (bicarbonato de
sodio) durante 15 segundos; se lavo con agua destilada para después agregar la
solucién mordente (yodo) durante 15 segundos mas, se volvio a lavar con agua
destilada y se agregd el decolorante (alcohol acetona) durante 3 segundos, se
realizd6 otro lavado con agua destilada para finalmente agregar el colorante
secundario y de contraste (fucsina béasica) y se realiz6 el ultimo lavado con agua
destilada. Se sec6 con papel absorbente y se observd al microscopio con el
objetivo de inmersion 100x para determinar la morfologia y afinidad tintorial de las

colonias en cuestion (ver Imagen 20).
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TINCION DE GRAM
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Imagen 20. Metodologia “Tincion de Gram”.
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Para los microorganismos Gram negativos se procedié a realizar la prueba de
Oxidasa con ayuda de un asa de vidrio tomando una colonia bacteriana y
frotandola sobre la superficie del papel filtro. La aparicion de un color purpura
intenso en los primeros 10 segundos, indicaba una prueba positiva. Una prueba
negativa estuvo indicada por cualquier otro color o ausencia de color. Las
reacciones tardias fueron ignoradas. Posteriormente, se realizaron las pruebas
bioquimicas triple azlcar hierro (por sus siglas en inglés TSI = Triple Sugar Iron),
acido sulfhidrico, indol, motilidad (por sus siglas en inglés SIM = Sulfide Indole
Motility), Urea y Citrato para llegar al diagnéstico bacteriano (ver Imagen 21y 22).
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Imagen 22. Metodologia “Bacilos G (-): parte 2.
Cocos G (+)

Para los cocos Gram positivos se procedié a tomar una colonia bacteriana con
ayuda de un asa microbiol6gica previamente esterilizada y se realiz6 la prueba
primaria catalasa, mediante la aplicacion de una gota de pero6xido de hidrogeno en
una laminilla y posteriormente se agregd con el asa microbioldgica la colonia

bacteriana en estudio. Si presentaban una reaccion positiva, que se observé con
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la produccion de burbujas, se consideré positiva y si no presentaba produccion de
burbujas se considerd negativo. Para el caso de los microorganismos positivos se
realizd, crecimiento en agar “P”, manitol anaerobio y urea; en el caso de los
catalasa negativos se inoculé un caldo sangre para observar la produccion de
hemolisinas solubles y también para inocular diferentes carbohidratos (glucosa,
trealosa, sucrosa etc.) o alguna otra prueba requerida por las diferentes tablas de

identificacion que se utilizaron (ver Imagen 23).

Ty
f—v

COCOS G(+)

Colenia
bacteriana

bacteriana

120 _al 30; Incubar a 37°C. Hacar lecturas a las
[pr:?‘::l g (+): Burbujea 6,12 y 24 horas

agua

oxigenada)
(-): No burbujeo

[ how [ [ |
BT N R

Imagen 23. Metodologia “Cocos G (+)”.
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Imagen 24. Procedimiento de cultivo y aislamiento bacteriolégico.

Analisis estadisticos

Temperaturas de transporte

La temperatura de transporte (tt) para cada semana se dividié en 6 tratamientos:
T1: 6pm-8:59pm, T2: 9:pm-11:59pm, T3: 12am-2:59am, T4:. 3am-5:59am, T5:
6am-8:59am y T6: 9am-11:59am. Las temperaturas de los diferentes tratamientos
no presentaron normalidad por la prueba de Kolmorov-Smirnov, no presentaron
una homogeneidad de varianzas por la prueba de Levene. Por lo tanto, los
tratamientos se evaluaron mediante la prueba de Kruskal Wallis para saber si
existia una variacion significativa de temperatura de transporte en cada semana;
ademas, se realizdé una comparacién entre los tratamientos mediante la prueba de
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Bonferroni para determinar qué tratamientos difirieron en cada semana con un

nivel de significancia de 0.05.

Parametros de calidad espermatica

Se aplicaron modelos univariantes de medidas repetidas a los datos de 32
muestras experimentales, con el tiempo como factor intra sujeto, para realizar

comparaciones entre las diferentes mediciones de un mismo atributo.

El modelo empleado fue el siguiente:

Yij = bt a;p+ &g,

Donde y;; represento la respuesta promedio de cada variable analizada en el i-
ésimo tiempo observado; u es el efecto de la media general, a; es el efecto del i-
ésimo tiempo y ¢;; es el efecto del error aleatorio de la j-ésima observacion en el i-
ésimo tiempo.

Las variables que demostraron tener una distribucion Normal fueron analizadas
mediante un Andlisis de Varianza (ANOVA/ANDEVA) de medidas repetidas
mediante el procedimiento GLM del software IBM SPSS® Statistics 28; las
variables que no demostraron una distribucion Normal (% de cabezas, % de gota
proximal y grado de aglutinacion) se analizaron mediante la prueba no paramétrica
de Friedman de medidas repetidas, a través del procedimiento NPAR TEST.

Las comparaciones entre las medias estimadas de aquellas variables donde se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre sus mediciones en el
tiempo se realizaron por el método de Bonferroni. Para todos los analisis se
estipul6 una significancia de 0.05.

El supuesto de normalidad se corrobor6 mediante la prueba de Kolmogo6rov-
Smirnov, y el supuesto de esfericidad mediante la prueba de Mauchly. El tamafio
del efecto relativo al factor tiempo fue evaluado mediante el estimador Eta parcial

al cuadrado (np?).
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RESULTADOS

Temperatura de transporte

Las temperaturas de transporte (tt) identificadas por los loggers durante

el periodo

de estudio fueron de 28.5° C como méaxima y minima los 11° C. El tiempo de

recorrido por paqueteria en promedio fue de 16 horas 8 minutos (ver Imagen 25).

Radar Plot

Semana 1
Semana 2
Semana 3
Semana 4
Semana 5
Semana 6
Semana 7
Semana 8
Semana 9
Semana 10
Semana 11
Semana 12
Semana 13
Semana 14
Semana 15
Semana 16

Imagen 25. Grafica de monitoreo de temperatura de transporte.

El monitoreo de las tt demostré una variacion estadisticamente significativa entre

los tratamientos, por lo menos en uno de ellos durante las 16 semanas evaluadas

(ver Imagen 26).
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Imagen 26

MONITOREO DE LAS TEMPERATURAS DE TRANSPORTE POR SEMANA

w

16.5°
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SEMANAS
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9 10 11 12 13 14 15 16

I O I
I I

N Eaea B BN
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6 - 16° -- 165> 16.5° 15.5° -

Imagen 26. 2 - ¢ Literales diferentes refieren diferencias significativas entre los
tratamientos por semana (P<0.05). Colores en naranja indican aumento de
temperatura por arriba de la recomendacién. Colores en azul indican disminucion

de temperatura por debajo de la recomendacion.

Parametros de calidad espermatica

Los resultados de las metodologias aplicadas se muestran en el Cuadro 4, 5,6y

7, donde se aprecian las medias y sus desviaciones estandar, entre paréntesis se

muestran los intervalos de confianza al 95% para cada media estimada; también,

en aquellas variables donde se encontraron efectos significativos del tiempo, se
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muestran las diferencias entre las medias mediante literales, y cuél fue el tamafio
del efecto del tiempo sobre estas diferencias. En los mismos cuadros se reportan

las variables que se analizaron con la prueba no paramétrica.

Cuadro 4
RESULTADO DE LAS METODOLOGIAS APLICADAS EN LAS VARIABLES
CONCENTRACION ESPERMATICA, MOTILIDAD TOTAL, MOTILIDAD
PROGRESIVA Y CELULAS POR CAMPO

. Concentracion Motilidad Motilidad Células por
Tiempo o T,
espermatica total progresiva campo
86.959+0.569  82.041+0.683  204.219+5.647
24 h (ggjgf%%ag) (85.799 - (80.647 - (192.702 -
: ' 88.120) 83.434) 215.735)
85.603+0.512 78.978+0.62 207.094+5.606
48 h (8825%%%?&1) (84.559 - (77.714 - (195.66 -
' ' 86.647) 80.243)° 218.527)
86.65+0.473 80.794+0.621 204.563+5.610
96 h (ggjgf%%ag) (85.686 - (79.527 - (193.121 -
: ' 87.614) 82.061)2 216.004)
a, b, c Diferentes literales refieren diferencias significativas entre las medias (p<0.05).
*np? = 0.53.

Los resultados de las variables concentracion espermatica, motilidad total y
células por campo, no refieren diferencias significativas (P>0.05). La variable
motilidad progresiva, si presento diferencias significativas (P<0.05) entre las 24 y

48 horas, asi como entre las 48 y 96 horas; entre las 24 y 96 horas no existié

diferencia.
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Cuadro 5
RESULTADO DE LAS METODOLOGIAS APLICADAS EN LAS VARIABLES %
DE CABEZAS, % DE COLAS, % DE GOTA PROXIMAL Y % DE GOTA DISTAL

0 0
Tiempo %o de 1 % de colas & de_got? % gota distal*
cabezas proximal
24 h 0.568+0.024 1.607+0.156 1.291+0.074 1.701+0.173
(0.521-0.615) (1.289-1.925) (1.144-1.439) (1.349-2.053)2
4gp | 0537:0022  1412:0097  0.985+0.065 1'?38110%1_42
(0.492-0.581) (1.215-2.61) (0.856-1.114) 1 688)ab
96 h 0.611+0.032 1.601+0.158 1.148+0.071 1.174+0.106
(0.547 -0.675) (1.279-3.924) (1.007-1.29) (0.957 - 1.391)°

a, b Diferentes literales refieren diferencias significativas entre las medias (p<0.05).
1 Variable analizada con prueba de Friedman.
*np?=0.11.

Los resultados de las variables % de cabezas, % de colas y % de gota proximal,
no refieren diferencias significativas (P>0.05). La variable % de gota distal, si
presento diferencias significativas (P<0.05) entre las 24 y 96 horas; entre las 24 y
48 horas no existio diferencia, asi como tampoco entre las entre las 48 y 96.
Cuadro 6
RESULTADO DE LAS METODOLOGIAS APLICADAS EN LAS VARIABLES %
ANORMALIDADES, AGLUTINACION, % DE CELULAS VIABLES Y % DE
CELULAS NO VIABLES

. % de ... 1 %decélulas % de células
Tiempo ; Aglutinacién . .
anormalidades viables no viables
a | 5044:0.259  032840.059 94(8431911562-18 5.361+0.218
(4514-5573) (0.210-0.446)  'ggogo) (4.917 - 5.804)
sgp | 4337£0.195  0.391:0.061 94&8215309'2_51 5.3490.251
(3.939-4.736) (0268-0513)  'oc o (4.836 - 5.861)
ogp | 446820235  0.391+0.061 94&82931308'2_51 5.151+0.251
(3.989-4.947) (0.268-0.513)  'gg'3a) (4.639 - 5.662)

1 variable analizada con prueba de Friedman. ‘

Los resultados de las variables % de anormalidades, aglutinacion, % de células

viables y % de células no viables no refieren diferencias significativas (P>0.05).
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Cuadro 7
RESULTADO DE LAS METODOLOGIAS APLICADAS EN LAS VARIABLES %
DE ACROSOMA INTACTO, % DE ACROSOMA DANADO, % DE
MITOCONDRIA ACTIVA'Y % DE MITOCONDRIA INACTIVA

% de % de % de % de
Tiempo acrosoma acrosoma mitocondria mitocondria
intacto dafado activa inactiva
ont 93'(7913133'_216 6.289+0.216 93(858;&2_62 6.172+0.262
S '153) (5.847 - 6.73) 9 4:361) (5.639 - 6.706)
48 h 93{82911707'2_36 6.341+0.236 94&29;705'2_62 5.891+0.262
94'142) (5.858 - 6.823) 94.643) (5.357 - 6.425)
o6 h 93@5373(7)'22?4 6.43+0.244 94&326713?2'2_96 5.664+0.296
g 4'068) (5.932 - 6.928) 9 4'939) (5.061 - 6.268)

Los resultados de las variables % de acrosoma intacto, % de acrosoma danado, %
de mitocondria activa y & de mitocondria inactiva no refieren diferencias

significativas (P>0.05).

Recuento bacteriano total y aislamiento de bacterias

El 5.62% del total de evaluaciones realizadas (11 de 192), dio positivo por
contaminacion bacteriana. Los recuentos de células bacterianas en las dosis
seminales variaron de 1 a 20 UFC/ml después de 48 horas de almacenamiento en
los rangos de temperatura de 17°- 25°C (tomando en cuenta las dosis control y las
dosis experimentales). A continuacion, se enumeran las bacterias aisladas de las

muestras de dosis seminal y su frecuencia de aparicion (ver Cuadro 8).
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Cuadro 8

RESULTADOS DE LA TIPIFICACION DE BACTERIAS DE DOSIS SEMINALES
EN EL GRUPO CONTROL Y EXPERIMENTAL

Semana Grupo Tiempo (hr) Microorganismo UFC/ml

1 Experimental 24 KIebS|eII_a 1
pneumoniae

1 Experimental 48 KIebS|eII_a 13
pneumoniae

1 Experimental 96 KIebS|eII_a 20
pneumoniae

3 Control 96 Acinetobacter 5

iwoffii
3 Control 96 IR 9
iwoffii

3 Experimental 96 KIebS|eII_a 9
pneumoniae

3 Experimental 96 KIebS|eII_a 8
pneumoniae

Klebsiella
4 Control 96 pneumoniae 7
Klebsiella

4 Control 96 pneumoniae 5

4 Experimental 96 KIebS|eII_a 1
pneumoniae

4 Experimental 96 KIebS|eII_a 5
pneumoniae

Del 100% de bacterias aisladas (11 de 11), resultaron Gram negativas, dando
como resultado el aislamiento de Klebsiella pneumoniae en un 81.81% vy

Acinetobacter iwoffii en un 18.18%.
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DISCUSION

La evaluacion de los parametros espermaticos en el andlisis del semen es un
componente esencial para medir la calidad o viabilidad de las células
esperméticas de las dosis seminales, ya que los resultados de la evaluacion
pueden interpretarse para el diagnéstico y el pronostico de trastornos

reproductivos (Brito et al., 2016).

La inseminacion artificial con semen liquido conservado es la técnica de
reproduccion asistida mas eficaz y ampliamente utilizada en la cria de cerdos. En
la gestion de la producciéon de las dosis de semen, es particularmente importante
monitorear la temperatura durante el transporte, asi como también la temperatura

de almacenamiento de las dosis seminales (Henning et al., 2022)

Investigaciones recientes demuestran el impacto negativo que ejercen los cambios
de temperatura sobre la calidad del esperma durante el envio a temperaturas
ambientales calidas. El esperma de verraco es susceptible a los cambios de
temperatura, lo que podria atribuirse al contenido de acidos grasos insaturados en
la membrana plasmatica. Cuando los espermatozoides sufren cambios de
temperatura, su arquitectura lipidica y fluidez de la membrana plasmatica se
altera, provocando una pérdida en la calidad y funcionalidad del esperma. Se ha
observado que la motilidad de los espermatozoides puede reducirse notablemente
después de alcanzar los 30° C, por consiguiente, implica la pérdida de motilidad

de los espermatozoides causada por los cambios de temperatura permanente.

Aunado a esto, se ha observado una disminucién de la viabilidad del esperma y de
la integridad del acrosoma. ElI almacenamiento de semen de verraco a
temperaturas >20° C o <15° C produce pérdida de la calidad. Por lo tanto, se
recomienda una temperatura de almacenamiento de 17 a 25° C, para no inducir un
shock de frio ni un consumo excesivo de energia (Henning et. al, 2022). La
temperatura elevada durante el transporte promueve la apoptosis de los
espermatozoides, lo que resulta en pérdida de calidad del esperma (Li et. al,
2023).
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Existen investigaciones donde el objetivo es simular el movimiento de transporte
de las dosis seminales mediante agitacion encontrando que la motilidad total se
redujo en promedio entre 3.4% y 6.3% Yy la motilidad progresiva se redujo en un
rango similar en las dosis sometidas a temperatura de 22° C (Paschoal et. al,
2021)

Por otra parte, Schulze et al., 2013, sugieren que el descenso de la temperatura
perjudica gravemente la funcion de los espermatozoides en cuanto a motilidad e
integridad de la membrana durante los primeros tres dias de almacenamiento.
Esto sugiere que el estrés térmico por frio da como resultado una menor calidad
del semen almacenado en comparaciébn con el aumento de temperatura y

conservacion de las dosis por arriba de los 17° C.

Henning et. al, 2022, renueva la percepcion actual sobre el almacenamiento y los
limites de temperatura para el semen de verraco. Sefiala que el choque por
temperatura alta aumenta las concentraciones de iones de calcio intracelulares
libres y cambios similares a la capacitacién en las células viables, por lo que existe
la necesidad de evaluar urgentemente dosis seminales conservadas o estresadas
a 20-25° C debido a la falta de sustento o evidencia cientifica de un agotamiento
metabdlico de los espermatozoides. Los resultados de su estudio demuestran que
la temperatura de almacenamiento éptima determinada empiricamente de 15-20°
C, se puede ampliar a 15-25° C sin afectar el estado energético, motilidad y
viabilidad de los espermatozoides del verraco. El objetivo de su trabajo
principalmente fue entender la alteracién del metabolismo energético inducido por
el almacenamiento a largo plazo en diferentes temperaturas y posibles efectos
sobre la supervivencia y la motilidad de los espermatozoides. El almacenamiento a
17° C, que se utiliza habitualmente para el semen de verraco, dio como resultado
una calidad de esperma estable y mantuvo altos niveles de ATP, sin embargo, el

contenido de ATP de las muestras de semen a 5 °C fue inferior.

Gonzalez et. al, 2023, encontraron variaciones en temperaturas de las cajas de
envio de 16-25.5° C y de las dosis de 14.3-26.4° C, lo cual reflejaba notables

cambios de las condiciones ambientales durante el tiempo de transporte entre 27 y
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28 horas. Dichas variaciones se vieron correlacionadas con la mayoria de los
parametros de motilidad y morfologia aceptables en los espermatozoides; de
manera mas especifica, observaron parametros de motilidad mas altos en
muestras que se mantuvieron a temperaturas entre 15-20° C. Los resultados en la
temperatura de transporte por este autor difieren a nuestros resultados obtenidos
durante las 16 semanas de la presente tesis donde los resultados de nuestro
monitoreo de la temperatura de transporte presento un rango de 11° C a 28.5° C
de temperaturas minima y maxima durante 16 horas en promedio de transporte
por mensajeria. Nuestros resultados fueron temperaturas mas drasticas y no
presentaron cambios en la motilidad y morfologia. Sin embargo, nuestros
resultados presentan una similitud con Barna et. al, 2021, en sus variaciones de
temperatura en las cajas de envio de dosis, durante su transporte en avion desde
Dinamarca hasta Serbia de hasta 11-15° C; por debajo de las recomendadas para
su transporte (16-18° C) y variaciones de temperatura durante su transporte por
automovil hasta el laboratorio de evaluacion. Observaron mejores paradmetros de
motilidad en las dosis transportadas dentro de su margen de seguridad

establecido.

En la industria de la conservacion del semen de verraco, los requisitos para un
eyaculado normal segun varios autores, se estipulan a menudo como un minimo
de 75% de espermatozoides morfoldgicamente normales y una motilidad total
>70% con un numero total de espermatozoides por dosis de aproximadamente
2,000 millones (Boe-Hansen y Satake, 2019). Las casas genéticas porcinas han
definido umbrales individuales para el semen viable en un 60-80% para la
motilidad total (Waberski et al., 2019). Otros autores sugieren los estandares
minimos para el semen en cuanto a motilidad total, 70% y morfologia de los
espermatozoides unicamente 20-30% de formas anormales (Brito et al., 2016).
Las comparaciones entre casas genéticas pueden ser limitadas debido a los
diferentes métodos de evaluacion del semen y la ausencia de comparaciones
entre laboratorios de andrologia. Los valores de distintas casas genéticas para el
porcentaje minimo permitido de motilidad total varian entre 60-80%; en cuanto a

motilidad progresiva, el rango va de 50-70%; anormalidades espermaticas, el
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maximo permitido es de 30%, dias de almacenamiento Unicamente son 4 y la
contaminacion bacteriana tiene un valor permitido de los 0-300 UFC/mI. Medidas
de calidad menos estrictas raramente se utilizan en la industria (Waberski et al.,
2019).

En cuanto a la innovacién en la evaluaciéon complementaria mediante el médulo de
tinciones de fluorescencia por el sistema CASA® los valores permitidos de células
viables, acrosomas intactos y mitocondrias activas debian ser mayores al 80%. Es
importante sefalar que en la practica diaria de los servicios de evaluacion de un
laboratorio de andrologia veterinaria raramente son ofertados estos servicios al

publico en general.

Los hallazgos de este estudio muestran que la motilidad del esperma del verraco,
integridad de la membrana plasmatica (viabilidad), integridad de acrosomas y
actividad mitocondrial que fueron evaluados mediante las tinciones de
fluorescencia, no se deterioran aplicando un estrés térmico de 25° C, ni con los
dias de almacenamiento (96 horas). Estos resultados difieren lo previamente
informado sobre efectos negativos del tiempo en el esperma de verraco durante la
conservacion a largo plazo a temperaturas superiores a 15 °C (Gaczarzewicz et
al., 2015).

Las diferencias en la motilidad observadas por la temperatura y el tiempo de
almacenamiento no estuvieron acompafadas por diferencias en los pardmetros
qgue caracterizan la integridad de la membrana plasmatica (viabilidad), integridad
de acrosomas y actividad mitocondrial respectivamente. A pesar del estrés térmico
aplicado a las dosis seminales, la proporcibn de espermatozoides con las
membranas plasmaticas intactas, la integridad de acrosoma y la actividad

mitocondrial, se mantuvieron en un nivel alto hasta el final de nuestro proyecto.

Esto concuerda con otros autores que demostraron que la membrana plasmatica
de espermatozoides de verraco puede mantener su integridad y funcionalidad
incluso bajo condiciones de 25° C donde fueron evaluados con una tincién
diferente a la de nuestro protocolo, mediante la tincion SYBR-14/PIl apuntando a

un nivel relativamente alto de integridad y funcién de la membrana espermatica
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durante 10 dias. De lo contrario, los mismos autores indican la respuesta funcional
de los espermatozoides mediante su actividad mitocondrial a la temperatura y al
periodo de almacenamiento, donde disminuyé durante el tiempo de
almacenamiento; sin embargo, la conservacion a 5° C resultd en una mayor
disminucién en porcentaje de espermatozoides con mitocondrias activas que
almacenamiento a 16° C, concluyendo que la exposicion a 25 °C provocd un
envejecimiento prematuro en el esperma almacenado causado por una inhibicion
insuficiente del metabolismo. Esto puede explicar el ligero impacto negativo del
estrés asociado con la pérdida de la funcion mitocondrial. causado por el

almacenamiento prolongado a 16° C (Gaczarzewicz et al., 2015).

A diferencia de esta investigacion, Schulze et al., 2013, utilizo el diluyente
Androstar® Plus. Una desventaja de estos diluyentes consiste ciertamente en la
temperatura de almacenamiento requerida, por regla general, entre 15°-18° C.
Esta temperatura de almacenamiento representa un problema logistico no sélo
para el transporte sino también para el almacenamiento en la granja. Lo anterior
indica que el tipo de diluyente de semen utilizado si afecta los resultados
obtenidos, ya que pueden tener el potencial de atenuar al impacto negativo de un
descenso o0 ascenso acelerado de la temperatura durante el procesamiento o

transporte del semen.

En el presente trabajo, el diluyente utilizado fue el Androstar® Premium en donde
las células espermaticas son amortiguadas de manera muy eficiente y en un rango
de temperatura muy amplio entre +5° C y +25° C. El semen porcino se puede
almacenar por un tiempo muy prolongado y en un estado éptimo gracias a este
medio, asi como ofrecer una proteccion excepcional contra fluctuaciones no

intencionales de temperatura.

Sin embargo, el almacenamiento prolongado por encima de 25° C requiere
considerar un mayor riesgo de crecimiento bacteriano a menos que sea efectivo el
control antimicrobiano (Henning et. al, 2022). Se sabe que la contaminacion
bacteriana es perjudicial para la calidad del semen, ya que provoca la aglutinacion

de los espermatozoides y reduce la motilidad (Althouse y Lu, 2005). También
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puede disminuir la longevidad de los espermatozoides durante su almacenamiento
y su fertilidad (Maroto et al., 2010; Sepulveda et al., 2014).

Se han aislado muchas bacterias diferentes tanto del semen crudo como de dosis
de semen ya procesadas (Kuster y Althouse, 2016; Althouse et al., 2000). La
mayoria pertenecen a la familia Enterobacteriaceae (Ubeda et al., 2013). Dentro
de esta familia, Serratia marcenses, Klebsiella oxytoca, Morganella morganii, o
Proteus mirabilis han demostrado estar presentes en un alto porcentaje de

muestras y su presencia se asocia con una motilidad reducida (Ubeda et al., 2013)

Enterobacter cloacae en una proporcion de espermatozoides: bacterias de 1.5y
1:10 redujo la motilidad y la integridad de la membrana de los espermatozoides y
provoco su aglutinacion en dosis de semen almacenadas a 15-17°C (Prieto et al.,
2014). Clostridium perfringens redujo la motilidad y la viabilidad de los
espermatozoides tras la inoculacién de 108 UFC/mI en dosis de semen y 24 horas
de incubacion a 37° C o en almacenamiento a 15° C. Del mismo modo, la
contaminacion experimental con 2x107 o 2x108 UFC/ml de Pseudomonas
aeruginosa en el semen de verraco dio lugar a una disminucion significativa de los
porcentajes de motilidad espermatica total y progresiva, de la viabilidad
espermética y de la integridad del acrosoma (Sepulveda et al., 2014).

Las interacciones exactas de las diferentes bacterias con los espermatozoides aun
no se han investigado del todo. Se descubrié que las especies cultivadas a partir
del semen diluido eran diferentes de las aisladas a partir del eyaculado crudo, lo
gue indica que una gran parte de la contaminacion de la dosis de semen se origina
en el entorno del laboratorio y no del verraco, es decir puede existir contaminacién
bacteriana por el manejo del semen en los CTG o material contaminado (Kuster y
Althouse, 2016).

Por tal motivo, la contaminacion del semen de verraco al tener factores de riesgo
extrinsecos e intrinsecos requiere el uso de diluyentes que puedan garantizar una
proteccion eficaz contra varias especies de bacterias aisladas en este vehiculo
potencialmente contaminado. Ademas, al utilizar el mismo namero de antibiéticos

a lo largo de los afios, las bacterias pueden desarrollar resistencia. Ya que, como
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indica la bibliografia (Althouse, 2008), la presencia de bacterias en las dosis de
semen durante el almacenamiento provoca efectos nocivos en la motilidad del
semen y, por consiguiente, en la eficiencia reproductiva del hato. Segun diferentes
estudios (Althouse, 2005) el semen de cerdo suele contener unas 104-10® UFC/ml
de bacterias provocando la pérdida de calidad espermatica debido a su
abundancia bacteriana. Aunque no existe un valor de corte general de UFC
permitidas en un ml para definirlo como perjudicial para para los espermatozoides,
hay algunos estudios que informan de concentraciones de 107-108 UFC/ml como
problematicas para la calidad del esperma (Bussalleu et al., 2011; Pinart et al.,
2017; Sepulveda et al.,, 2014). De acuerdo con el Cbédigo Zoosanitario
Internacional de la OIE (2019), “se pueden evitar contaminaciones excesivas del
semen” y el “recuento no debe exceder 5x102 UFC por ml” (Nitsche-Melkus et al.,
2019).

El presente estudio informd que las especies bacterianas contaminantes aisladas
de las dosis seminales son diferentes de las reportadas en la literatura a
excepcion de Althouse y Lu en afio 2005, quienes también aislaron las mismas
bacterias que el presente estudio dando como resultado una alta incidencia de
aglutinacion de espermatozoides, acrosomas dafiados, escasa motilidad de los
espermatozoides y la reduccién de la vida util (es decir, la disminucion de la
longevidad del esperma) del producto del semen diluido. Las bacterias aisladas
resultaron ser Klebsiella pneumoniae y Acinetobacter iwoffii, mientras que otros
autores han contado otras 18 especies bacterianas en Norteamérica, pero a
diferencia de estos 2 estudios, fueron aisladas en semen sin diluir (Althouse et al.,
2000).

La mayoria de los contaminantes identificados en las dosis seminales son
bacterias Gram negativas, casi todas pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae. Se ha demostrado cientificamente que la presencia de
contaminantes dafa la viabilidad y la fertilidad del semen (Althouse, 2008). Un
estudio informd de que los controles microbiolégicos en las explotaciones de

verracos que se quejaban de problemas de gestion reproductiva (aglutinacion de
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esperma, disminucién de la longevidad del esperma, aumento de los retornos
regulares al celo), mostraron presencia de bacterias en el 66% de las dosis

seminales (Bresciani et al., 2014).

De acuerdo con la hipétesis establecida en nuestro estudio, se demostrd que las
dosis sometidas a estrés térmico, presentaron diferencias estadisticamente
significativas en la motilidad progresiva y anormalidades como gota distal, sin
embargo, el crecimiento bacteriano identificado en dosis del grupo control se
atribuye a una contaminacion desde la produccion de las dosis seminales y no al

efecto del estrés térmico sometido al grupo experimental.
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CONCLUSIONES

El monitoreo de las tt es importante para identificar los cambios bruscos de
temperatura que pueden afectar la calidad de las células espermaticas y el efecto
del diluyente para preservar las dosis seminales. EI monitoreo de las tt de las
dosis seminales resultd significativo al momento de su evaluacién, determinando
un estrés térmico; por lo que es necesario evaluar las variables tradicionales de
calidad espermatica por métodos convencionales o avanzados para determinar la
viabilidad espermatica y el efecto protector de los diluyentes de maxima

proteccion.

El Sistema CASA AV® permiti6 la evaluaciéon con exactitud y precision de la
calidad espermatica en dosis seminales, analizando la biologia bésica del
espermatozoide porcino reduciendo el tiempo de evaluacion por muestra, ademas,
los mdédulos complementarios proporcionaron una evaluaciéon de la membrana

espermatica, el acrosoma y la actividad mitocondrial.

Las variables analizadas mediante el Sistema CASA AV® no presentaron
diferencias estadisticamente significativas en el grupo control. En cuanto al grupo
experimental, si existieron diferencias estadisticamente significativas en las

variables % motilidad progresiva y % gota distal.

Es importante evaluar la calidad de las dosis seminales por medio del médulo
basico y el médulo de andlisis avanzado del Sistema CASA AV®, asi como
también analizar los resultados de los algoritmos de trayectoria que normalmente
no son parametros considerados a evaluar para garantizar la calidad de las células

espermaticas.

Los parametros de calidad espermatica evaluados por el Sistema CASA no
presentaron cambios por el crecimiento bacteriano de las muestras analizadas, el
crecimiento bacteriano fue inhibido por el diluyente utilizado en la preparacion de
las dosis seminales, asi como tampoco existié proliferacion bacteriana significativa
por el aumento de temperatura debido al estrés térmico aplicado, ademas el

porcentaje de crecimiento bacteriano observado se considera aceptable.
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