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RESUMEN

El Ecuador es un pais agricola — ganadero dado la fertilidad de su ambiente, sin
embargo, en la mayoria de estas producciones se evidencia ineficiencia, generando
baja rentabilidad, incluyendo la produccién porcina. Por esta razon, es necesario
mejorar los indices de reproduccion en los porcinos, a través de procesos
biotecnoldgicos adecuados, para lo cual, la calidad seminal contribuye a la
determinacion del valor predictivo de prefiez, sin embargo, durante el proceso de
colecta, procesamiento e inseminacion se podria producir contaminacion bacteriana
la cual repercutird en el nivel de fertilidad. Bajo este contexto se evalud la
diversidad de microorganismos contenidos en el semen de reproductores porcinos
y su relacion con el potencial reproductivo. La investigacion incluyo tres porcinos
mestizos: Blanco Belga, Landrace por Yorkshire y Pietrain por Landrace de 1, 3.5
y, 1.9 afios, respectivamente. Sometidos a un mismo manejo, alimentacién, sanidad
y técnica de obtencion de muestras de semen de mano enguantada sobre un maniqui
fijo, la misma que se realiza en un periodo de tiempo establecido entre colectas,
siendo 7 dias, posteriormente se determind la calidad de las mismas. A continuacion
se utilizo6 para el analisis microbioldgico dos tipos de diluyentes uno comercial y el
otro a base de leche deslactosada, leche entera y agua de coco. Los
microorganismos que prevalecieron fueron Corynebacterium spp con el 33% vy
Staphylococcus spp con el 22%. La calidad microbioldgica espermatica de las
especies es inferior a lo establecido por la OIE (5x10° UFC/ml), teniendo un valor
minimo de 1*10! y maximo de 64*10! , siendo mayor este nivel en la especie
Blanco Belga sin antibidtico con un promedio de 34.6*10 UFC/ml y en el proceso
con tratamiento de 13.2*10* UFC/ml. El desempefio de prefiez se determind por la
cantidad de crias obteniéndose 103 crias en las especies con antibiotico y 75 en las
sin antibidtico con una diferencia estadistica del 12%, lo que determina un nivel
significativo el uso o no de antibidtico en el nivel de prefiez.

Palabras Claves: microorganismos, potencial reproductivo, bacterias, calidad
espermatica.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

La inseminacién artificial es una biotecnologia reproductiva asistida que permite
incorporar germoplasma de alto valor genético (1), durante las ultimas décadas el
desarrollo de esta técnica es notable tanto en el control de la calidad seminal como
en su comercializacion, obteniendo un mejor manejo de los animales y su alto
rendimiento productivo y reproductivo (2). EI manejo reproductivo y seleccion de
verracos con una fertilidad relativamente mayor es un factor fundamental dentro de
una granja, tanto para los productores como para las empresas que se dedican a la
venta de dosis seminales (3). La funcion de los espermatozoides son determinados
por mecanismos moleculares de alta complejidad relacionados con otros
mecanismos (4), como la funcién espermatica estd dada por los mecanismos de
fuentes de energia extracelular, utilizacion de la glucosa y la funcién mitocondrial
como promotores de la movilidad espermatica (3). Los indicadores de la calidad
espermatica que se han puesto de manifiesto son la evaluacién del semen, la
movilidad y cinética espermatica (5). No obstante algunos microorganismos son
capaces de adaptarse a las diferentes condiciones para sobrevivir reduce la
movilidad, la viabilidad, la concentracion y la morfologia espermaticas (6),
ocasionando dafios luego de la eyaculacién a los espermatozoides actuando
directamente sobre la membrana plasmatica espermatica o por efectos indirectos
provocados por el metabolismo bacteriano, liberando procesos de infecciones en
el tracto reproductivo de la hembra o infertilidad (7). Por lo tanto, en esta
investigacion se propone analizar la calidad seminal en relacién el microbioma de

los eyaculados de porcinos.



1.1 Justificacion de la investigacion

La presente investigacion se realiza en el canton Ambato y sus alrededores, para
mejorar la produccion de los pequefios y medianos productores porcicolas,
optimizando el control de los posibles dafios que se producen con la utilizacién de
dosis seminales infectadas por colonias bacterianas, que se presentan durante el
proceso de recoleccion seminal hasta la inseminacion artificial considerando el uso
de antibiotico en el diluyente utilizado, teniendo en cuenta que el semen porcino
por la naturaleza de los métodos de extraccion y procesamiento es altamente
susceptible a la contaminacion bacteriana, teniendo como consecuencia el deterioro
de la calidad seminal y una relacion directa en la disminucién de la fertilidad en las

granjas.
1.2 Planteamiento del problema

La diversidad de microorganismos seminales que se presentan en las dosis
durante los procesos de conservacion espermatica (8) y previos a la inseminacion
tiene su debida importancia a ser determinadas por representar un parametro
importante en la reproduccion como es en el tamafio de camada, numero de
inseminaciones por prefiez (9) y en especial sobre enfermedades que puede causar
a las hembras en la ejecucion de la biotecnologia(7), al considerar la forma y los
diversos métodos de extraccion que se los realiza a los reproductores para el
procesamiento del semen porcino (10) se le debe dar la importancia necesaria en la
calidad higiénica sanitaria por ser un material muy susceptible a la contaminacién
por bacterias patdgenas presentes en el tracto reproductivo y del medio ambiente,
tomando en cuenta que existen algunas que son parte de la microflora normal (11),
las mismas que tendran su efecto directamente sobre la calidad seminal y fertilidad,
razon por la cual es necesaria combatirlas con adicién de antibioticos a los
diluyentes para el control y eliminacion de las bacterias para prevenir el deterioro
de los espermatozoides por causa de metabolitos toxicos que producen las bacterias

contaminantes al competir por los nutrientes existentes en el diluyente(12).
1.3 Hipdtesis

La hipdtesis de esta investigacion se centra en:



HO: La presencia de microorganismos (UFC) no afecta en el potencial reproductivo

de los porcinos en relacion con los diluyentes utilizados con o sin antibioticos

H1: La presencia de microorganismos (UFC) afecta en el potencial reproductivo de

los porcinos en relacion con los diluyentes utilizados con o sin antibioticos
Variables:

Presencia de microorganismos

Potencial reproductivo

Diluyentes utilizados con o sin antibiéticos.

1.4 Objetivos de la investigacion
1.4.1 Objetivo general

Evaluar la diversidad de microorganismos contenidos en el semen de reproductores

porcinos y su relacion con el potencial reproductivo.
1.4.2 Objetivo especifico

Identificar las especies de microorganismos presentes en el semen de reproductores

porcinos en diluyentes con o sin antibidticos.

Comeparar la calidad espermatica y sus variables morfométricas en diluyentes con

0 sin antibidtico.

Determinar el desempefio de prefiez de los reproductores porcinos en diluyentes

con o sin antibidticos.



CAPITULO Il. FUNDAMENTACION TEORICA
2.1.Inseminacion artificial

La industria porcina, al igual que todos los sectores de produccién animal, busca
continuamente métodos para incrementar el mejoramiento genético, especialmente
del comportamiento de algunos de los rasgos de importancia econémica, es asi que
gracias a los enormes adelantos obtenidos en la cria de la especie porcina, sobre
todo en el aspecto reproductivo se ha logrado obtener mayor cantidad de carne para

el consumo humano.(13)

La inseminacion artificial incluye los procesos de colecta, procesamiento,
almacenamiento a bajas temperaturas del material seminal y finaliza en la
colocacion del mismo en el sistema reproductor de la hembra(14). Existen dos tipos

de inseminacion artificial cervical y post cervical (15).

2.2.Coleccion de Semen

Para la colecta se debe utilizar la vestimenta correcta para eliminar posibles
contaminaciones en el proceso, en el lugar de extraccion e implementos utilizados
la desinfeccidn sera constantemente para evita acumular polvo y basura. EIl banco
de coleccion se debe regular a la altura necesaria del macho para obviar que el pene
tenga contacto con el banco y disminuya la higiene en la colecta (16). El verraco
debe encontrarse con un buen grado de excitacion antes de realizar la extraccion de
semen, el cual depende de la edad y la raza (17). La colecta puede hacerse con
vagina artificial (VA) o manualmente, ya sea con mano enguantada conocido
también como metodo japonés o introduciendo el pene en un cilindro de goma
descartable (18). El uso de bolsa con filtro integrado contribuye en mantener la

limpieza de la muestra ya que se elimina la colocacion manual del filtro con grasa



al momento de su colocacion, la mano de operario debe ser cubierta por doble
guante plastico de manera que al momento de tomar el pene sea higiénicamente, el
contacto con el prepucio o alguna parte de la piel en el momento que a desenvainado
se debe prevenir con lo que puede contaminarse el guante y posteriormente el
semen (19). Los primeros chorros de eyaculado (mismos que tienen méas bacterias)
y la fraccion de gel (tapioca) se debe evitar. Al término de la coleccion, es muy
recomendable revisar cuidadosamente la superficie del filtro en busca de particulas
de suciedad, cuya presencia anuncia una coleccion con baja calificacion higiénica
(20). Para la colecta del eyaculado debe usarse bolsas plasticas desechables con un
filtro para evitar la contaminacion del semen, las mismas que deberan ser colocadas
dentro de un termo de coleccidn con una temperatura aproximada de 37°C, para
evitar el choque térmico del semen, todos este proceso debe realizarse usando

guantes estériles de coleccion que son de vinilo no empolvados (19).
2.3. Eyaculado y sus Fracciones

La eyaculacion en todas las especies constituye la expulsion forzada de semen, el
cual esta dado por un reflejo por el que se contraen y vacian el epididimo, la uretra
y las glandulas sexuales accesorias del macho (21). Fraccion preespermaética esta
constituida por las secreciones de la prostata, vesiculas seminales y algunos grumos
procedentes de las glandulas de Cowper. Estos grumos de textura gelatinosa,
reciben cominmente el nombre de “tapioca”, y cumplen la funcion de tapon del
cuello uterino impidiendo el retroceso. La fraccién es practicamente transparente
sin espermatozoides y con un volumen de 10 — 35 ml (22). Fraccion espermatica o
rica en espermatozoides esta constituida por espermatozoides y secesiones de las
vesiculas seminales y de la prostata. Contiene gran concentracion de
espermatozoides. Tiene un color blanquecinolechoso y su volumen oscila entre 50
- 150 ml (18). El volumen es variable dependiendo de los factores que influyan en
la produccidn espermatica (raza, edad, nutricion, ritmo, método de recogida, etc.)
(5). Fracci6on postespermatica o pobre en espermatozoides estd constituida
principalmente de secreciones de la prostata y glandulas de Cowper (23), pobre en
espermatozoides, de color blanquecino transparente, con grumos gelatinosos a lo

largo de su emision, con volumen aproximado de 200 mm (18).



2.4 .Ritmo de colecta

El eyaculado del verraco tiene la particularidad de movilizar una gran parte de las
reservas epididimarias. De esta forma, una colecta semanal puede contener entre
80-100 mil millones de espermatozoides, para una reserva espermatica de 100 a 140
(24). “El aumento del ritmo de colecta agota las reservas movilizables
acompafando de una disminucion del volumen y de la concentracion asi como de
un aumento de la aglutinacion y del porcentaje de anomalias (gota citoplasmatica)”
(25) Por lo tanto es correcto, no someter al verraco a un ritmo de colecta elevado a
efectos de no agotar las reservas, ni espaciar demasiado las mismas con el fin de
mantener un estimulo constante a la produccion del semen(26). En la practica, los
mejores resultados son obtenidos con una colecta cada 5 dias, o0 3 colectas cada 15
dias, sin embargo en realidad el protocolo de colecta debe adecuarse a cada macho.
Asi las granjas que inseminan todas las semanas, practican una colecta/semana;
aquellas que inseminan todas las semanas serian recomendable que practiquen una
colecta «a blanco», es decir, la semana precedente a la inseminacion y
desaconsejado colectar dos veces en la semana dejando a posterior dos semanas de

descanso total (27).

2.5.Valoracion macroscopica del semen
2.5.1. Valoracion del semen

La valoracion del semen es esencial para detectar problemas de subfertilidad e
infertilidad en el verraco (17). La calidad del semen se puede evaluar in vivo o in
vitro, con los métodos in vivo se conoce la fertilidad real de las dosis, pero las
pruebas en campo son muy costosas y, ademas, los resultados no son inmediatos,
por lo que se requiere tiempo para hacer los diagndsticos de gestacion para
determinar si las hembras han quedado prefiadas o el tamafio de camada en especies
politicas (28). La evaluacién de la calidad del semen servira para determinar la
fertilidad potencial del eyaculado recolectado, ademas, permitird determinar la
cantidad de dosis a obtenerse por eyaculado (29). Por esta razon, se han
desarrollado métodos de valoracion del semen in vitro; estos métodos son
considerablemente mas baratos que las pruebas in vivo y, ademas, los resultados se

obtienen maés rapidamente. No obstante, los métodos in vitro estiman la calidad,



pero no se predice la fertilidad real (in vivo) de la muestra. La prueba de laboratorio
ideal para estimar la calidad del semen in vitro tendria que cumplir con los
requisitos de objetividad, repetibilidad, precision, rapidez, sencillez y bajo costo
(28).

2.5.2. Valoracion de color, olor, volumen, consistencia, purezay pH

El color en caso de haberse colectado solamente la segunda fraccidn se hace blanco
cremoso o tira a amarillento (18), la valoracion del olor se lo realiza por medio del
sentido del olfato, la persona que estd encargada debe contar con la suficiente
experiencia ya que no necesita ningun tipo de equipo para detectar esta
caracteristica y tener la capacidad de detectar olores extrafios que puede ser por una
mala practica de recoleccion o algin problema en el reproductor(19). En cuanto al
volumen se reporta que varia segun la edad, tamafio testicular, raza y el estado
fisiologico de cada verraco, entre 50 a 150 ml de fraccién espermatica y un
eyaculado de 250 ml, aproximadamente(30). La consistencia esta relacionada con
la concentracion espermatica y se presenta cremoso lechoso, lechoso opaco,
opalescente y/o acuoso. El eyaculado debe estar totalmente libre de impurezas,
tales como tierra, basura, estiércol, etc., y con un pH entre 6.8 y 7.4 valoradas con

tiras reactivas (31).

2.6.Valoracion microscépica del semen
2.6.1. Motilidad y cinética espermatica

La motilidad debe efectuarse inmediatamente después de la recoleccion (32) y es el
movimiento de las células espermaticas para cumplir la funcién de fecundar dando
origen a un embrion (33). Se la mide de forma subjetiva, 0 sea que un operador
estima el porcentaje de espermatozoides que muestran motilidad progresiva y linear
(18). La motilidad en los mamiferos se presentan en 2 formas la activacion
(movimiento flagelar menor) y la hiperactivacion (impulso necesario para atravesar
el tracto reproductivo de la hembra) (34). Hay varias diferencias entre razas y dentro
de la misma raza diferencias entre machos, los organismos que provean células

espermaticas con menor motilidad no se puede confirmar que signifiquen que su



fertilidad sea menor (33). Cerdos alimentados con dietas bajas en Selenio presentan
espacios entre la cola y la membrana plasmatica del espermatozoide, dificultando

el movimiento (35).

Este parametro de motilidad es fundamental para el transporte espermatico y la
capacidad de penetracion del ovocito, sin embargo este no pronostica de forma
precisa la capacidad fecundante del espermatozoide, pero refleja una de las
funciones primordiales del espermatozoide, la actividad flagelar (36). El estudio de
la motilidad espermatica se puede realizar por dos métodos, el mas utilizado es la
valoracidn subjetiva (36); que consiste en evaluar el porcentaje de espermatozoides
moviles, asi como, el tipo de movimiento que presentan, es factible de realizar de
forma inmediata y econdémica. Es de gran valor cuando lo realizan personas
experimentadas, sin embargo, la exactitud y precision estan limitadas en funcion de
las condiciones del sistema de medida y de la destreza del observador (37).
Motilidad masal: movimiento de superficie que refleja el vigor de las ondas que
produce la masa espermatica en movimiento. Motilidad individual: se observa el
porcentaje de espermatozoides mdviles de una muestra y la calidad del movimiento
en semen puro; Motilidad progresiva: es el porcentaje de espermatozoides con

movimiento de avance. (38)

El otro método, se basa en el uso de equipos que utilizan sistemas informatizados
de digitalizacién de imagenes denominados CASA (Computer Assisted Motility
Analysis) (39). Estos capturan el movimiento espermatico y lo analizan, aportando
un gran volumen de informacion (36). Los sistemas CASA reflejan una serie de
medidas derivadas del andlisis del desplazamiento de la cabeza del espermatozoide
a través del tiempo. Los parametros evaluados en las muestras seminales se
caracterizan por una serie de parametros globales (16); Entre ellos encontramos el
porcentaje de espermatozoides inmdviles, lentos, medios, rapidos y progresivos.
Ademas, otros parametros definen la cinética de cada espermatozoide como la
velocidad curvilinea (VCL), la velocidad media (VAP) y la velocidad rectilinea
(VSL), los indices de linealidad (LIN), rectitud (STR) y de oscilacién (WOB),
obtenidos de las variables anteriores, la amplitud media del desplazamiento lateral
de la cabeza (ALH) y la frecuencia de cruces sobre la trayectoria media (BCF).(40)



2.6.2. Morfologia

Este andlisis de los espermatozoides es una prueba de control de calidad que refleja
la funcionalidad de los testiculos, epididimos y glandulas accesorias del semental.
Las anormalidades se producen por una espermatogénesis defectuosa, consecuencia
de la herencia, enfermedades, estrés por calor o frio, exposiciones a condiciones
ambientales adversas, reposo sexual prolongado (mayor de 60 dias) o por el uso de
técnicas inadecuadas en la manipulacion del semen (41). Las anormalidades del

esperma han sido tradicionalmente clasificadas en funcion de:

e La morfologia: cabeza, cola, pieza intermedia y presencia de gotas
citoplasmaticas. (acimulos de citoplasma no reabsorbido en el proceso de
maduracion del espermatozoide) (42).

e Laimportancia: defectos mayores y menores (43).

o El origen: primarias, originadas durante la espermiogénesis en el testiculo y

secundarias: originadas en el epididimo o post eyaculacién (42).

La valoracién de la morfologia del espermatozoide se basa en la relacion directa
que hay entre la proporcion de espermatozoides anormales en el eyaculado, el tipo
de defecto morfoldgico y su relacion con la fertilidad in vivo de los verracos lo
cual se ha correlacionado significativamente (44). Se pueden utilizar técnicas de
valoracion subjetiva con diversas tinciones (Eosina Nigrosina, Papanicolau,
Giemsa, Diff-Quik), por fijacion con glutaraldehido o formaldehido de la muestra
y la valoracién por microscopia de contraste de fases. Indistintamente de su
clasificacion, generalmente se acepta que no deben existir mas de un 30% de

anomalias morfoldgicas en los recuentos efectuados (42).

2.6.3. Anomalias.

Las principales son la presencia de impurezas en el semen y los fendmenos de
aglutinacion. Esta Gltima es el acimulo de espermatozoides (muertos o vivos), que
pueden estar adheridos a células epiteliales o bien, unidos cabeza con cabeza. Este
fendmeno puede ser observado tanto en el eyaculado fresco, como en el semen

diluido (45). El grado de aglutinacion suele medirse en una escala de 0 a 3. El grado



3 corresponde a méas de un 30-40% de espermatozoides aglutinados. En algunas
ocasiones, la presencia de aglutinacion leve (de 0 a 2), desaparece al realizar la
mezcla del eyaculado con el diluyente, merced a la estabilizacion quimica que
proporciona este ultimo, observandose posteriormente, una disminucion del grado
de aglutinacién (46). Entre las posibles causas de aglutinacion pueden consignarse:
presencia de restos de gel procedente de las glandulas bulbouretrales (filtrado
defectuoso), concentracién muy elevada de espermatozoides en el eyaculado, mala
calidad espermatica (espermatozoides muertos o con baja vitalidad), shock térmico
por manipulacion inadecuada del semen, contaminacion bacteriana del eyaculado
(bacterias resistentes a la gentamicina pueden provocar aglutinacion en el semen),
presencia de gran cantidad de células epiteliales o descamaciones y cambios en el
pH del plasma seminal, generalmente asociados a procesos inflamatorios o

disfunciones que afectan a las glandulas accesorias del verraco.(12)

Las gotas citopldsmicas son residuos del citoplasma normal de la fase de
maduracion epididimaria y se clasifican en dos grupos principales (19). Las gotas
proximales deben considerarse como verdaderas anomalias ya que se deben a una
falla de maduracién, la cual se asocia generalmente a la ausencia de poder
fecundante. Las gotas distales a menudo desaparecen algunas horas después de la
recoleccion o durante la conservacion en frio; se trata de un indicador a ser
considerado “con indulgencia” ya que corresponde a una falta de maduracion
mucho mas leve. Los flagelos torcidos o enroscados sobre si mismos son anomalias
importantes ya que los espermatozoides afectados no podran desplazarse en el
momento de la fecundacion (46). Las anomalias del acrosoma son las mas
importantes para evaluar el poder fecundante, ya que de la integridad del acrosoma
depende el reconocimiento por parte del ovocito y la penetracion en la membrana
pellcida. La apreciacion del acrosoma requiere de una amplia experiencia y de un
examen en contraste de fases (5). Los limites permitidos para las diferentes
anomalias son: un minimo de 70% de espermatozoides vivos, motilidad con
calificacion minima de 3 y un maximo de anomalias compuestas de gotas
proximales y flagelos torcidos del 20%. Para la integridad acrosomal el porcentaje
méaximo de lesiones permitidas sera también del 20% (45).
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2.6.4. Viabilidad.

Esta refleja el grado de integridad de la membrana plasmaética y acrosomal de los
espermatozoides, existe una alta correlacion entre el numero de células viables en
una dosis de semen y su capacidad para fecundar a los ovocitos (47); (48). La
criopreservacion del semen produce un estrés térmico que afecta la membrana del
espermatozoide (membrana plasmatica, membrana externa del acrosoma y
membranas mitocondriales), produciendo modificaciones en la organizacion,
fluidez, permeabilidad y composicion lipidica, causando dafio irreversible, y afecta
la motilidad y supervivencia espermatica (49).

Es el porcentaje de espermatozoides vivos que existan en el semen colectado,
aspecto que se mide luego de determinar la motilidad. Para calcular la viabilidad se
hace uso de colorantes como eosina-negrosina. El aporte de este colorante se hace
mediante la coloracion de gametos masculinos muertos; por otro lado, las células
reproductoras masculinas que se encuentren vivas no se van a tefiir. Para determinar
la calidad del semen, se conoce que el porcentaje de espermatozoides vivos debe
estar sobre el 70% (31).

En la actualidad se utilizan técnicas mas precisas para valorar la viabilidad
espermatica que emplean un marcaje fluorescente del ADN, el estudio de
determinadas enzimas intracitoplasmaticas o la medicién del potencial de
membrana el fluorocromo especifico del ADN Hoechst 33258 (50). Este
fluorocromo penetra en aquellas células espermaticas cuya membrana esta dafiada,
fijandose al ADN espermatico e incrementando la fluorescencia de estos
espermatozoides (51).

2.6.5. Determinacion de la concentracién espermatica.

La concentracion espermatica se determiné por hematocitometria en una cdmara de
Neubauer de 0,1 mm de profundidad (52), caso contrario también se la puede

determinar rapidamente por fotometria (18).
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2.7.Almacenamiento

Factor importante en la preservacion del poder fecundante del semen del verraco es
la temperatura, una vez que el semen fue diluido a 32-34°C debemos reducir la
temperatura del mismo en forma gradual (2 o 3 horas) hasta la temperatura de
conservacion” (65). Temperaturas de conservacion de semen diluido con diluyentes
clasicos tipo salino, por debajo de los 14 °C son responsables de alteraciones de la
membrana del espermatozoide repercutiéndose en el poder fecundante del mismo;
temperaturas por encima de los 20 °C no bajan el metabolismo espermatico ni
frenan el crecimiento bacteriano lo cual disminuye enormemente la vida Gtil del
seme (7). “La temperatura de conservacion ideal del semen de verraco varia entre
15-20 °C esta induce una disminucién del metabolismo y de la motilidad
espermdtica asi como contribuye a frenar el crecimiento bacteriano”. Esté
reconocido que es muy importante controlar la fluctuacion de temperatura del

semen conservado.(66)

Las dosis de semen deben permanecer aproximadamente 90 minutos a temperatura
de 20°C posterior a la dilucion (17), el método de referencia para la conservacion
de semen de verraco a corto plazo, es la refrigeracion progresiva por etapas, a
temperaturas entre 15y 17°C, con el cual se logran buenos resultados en fertilidad
(mayores del 90%), al contrario de lo que acontece en otras especies (vacas, ovejas,
cabras) (53). La reduccion de la temperatura debe hacerse en 2-3 h, hasta que el
semen alcance la temperatura ideal para su conservacion (15 a 17°C). La reduccion
de la temperatura inducira disminucién del metabolismo y la motilidad espermatica,
contribuyendo a frenar el crecimiento bacteriano (45). Temperaturas inferiores a
14°C provocan alteraciones de la membrana espermatica y temperaturas superiores
a 20°C no logran minimizar el metabolismo espermatico ni detener el crecimiento
bacteriano, circunstancias que disminuyen la vida Gtil del semen (54). Para la
conservacion a largo plazo (de 3 a 7 dias) es aconsejable: escoger los mejores
verracos (por examen del semen, acrosomas, resistencia osmotica u otros) (45);
verificar la compatibilidad del diluyente y del verraco (a veces algunos diluyentes
no son los convenientes para algunos verracos); escoger un diluyente para larga

conservacion (que posea componentes capaces de controlar los residuos
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metabdlicos y mantener la integridad de la membrana); aguardar un tiempo (una
hora) para la adaptacion del semen diluido a temperatura ambiente (20-22°C) antes
de empezar la refrigeracion; rotar 1-2 veces diarias las dosis para evitar los efectos

nefastos de la sedimentacion (19).

2.8.Microbioma

Durante los altimos afios la investigacion sobre el microbioma ha llegado a ser un
punto muy importante incluyendo hasta por las dietas para restablecer el
microbioma (55). Se debe tener clara la diferencia de la microbiota que es conocida
como flora microbiana conformada por una comunidad de microorganismos que
habita un nicho ecologico, y del microbioma que es el conjunto de genomas y genes
de la microbiota (56). A medida que aumenta la edad del individuo, el microbioma
madura y varia por una serie de factores que se presentan durante toda la vida (57).
Las causas principales de la infertilidad es la flora seminal razén por la cual tiene
su importancia el microbioma para la salud (58). La infertilidad por el macho se le
atribuye en un 50% por presencia de bacterias que afectan a los espermatozoides
negativamente (38). El semen y los testiculos no pueden ser estériles, solo poseer
un microbioma distinto que afecta directamente a la calidad del semen y fertilidad
(59).

2.9.Diluyentes utilizados en inseminacién artificial porcina

Un diluyente se considera aquella solucion acuosa que permite aumentar el
volumen del eyaculado preservando las caracteristicas funcionales de los
espermatozoides manteniendo un nivel de fertilidad adecuado (60). Los diluyentes
protegen a los espermatozoides durante la congelacién, enfriamiento vy
descongelacion (61). Deben proporcionar solucion tampdn, proteccion contra los
cambios de temperatura, bajo costo y estabilidad de los sistemas enzimaticos e
integridad de la membrana espermatica (62). Las caracteristicas que deben cumplir
los diluyentes de corta y larga duracion utilizados para la conservacion del semen
porcino es permitir la conservacion del material seminal del cerdo por mayor

tiempo, sin causar dafio en su estructura y sin disminuir su capacidad fecundante;
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un diluyente debe garantizar la preservacion de los espermatozoides sin ninguna
complicacion, optimizando los resultados de fertilidad, prolificidad y calidad
genética en la industria porcina a nivel mundial (63). Algunos de los factores a
considerar en la eleccion del diluyente son la relacion entre su precio y calidad, la
temporada del afio, asi como el tiempo de transporte del semen y el tiempo que pasa
entre la produccion del mismo y la inseminacion, aunque la vida media del semen
también se ve afectada por factores como la calidad de semen, la frecuencia de
recoleccion, la tasa de dilucion y qué fracciones del semen se colectan (64). La
principal ventaja del uso de extensores es que la fertilidad se mantiene inclusiva
con dosis bajas de espermatozoides por dosis de inseminacion. Esto representa un
mejor rendimiento de semen, pues a menor nimero de espermatozoides por dosis,

mayor es el numero de dosis por eyaculado (34).

2.10. Caracteristicas y funciones de los diluyentes

Se puede mencionar que la caracteristica principal de los diluyentes es mantener
viable la célula espermatica lo mejor posible por un tiempo determinado. En base a
su composicién genérica los diluyentes deben cumplir las siguientes funciones: 1)
Proporcionar la energia para el metabolismo de los espermatozoides 2) Neutralizar
residuos metabolicos 3) Mantener el equilibrio osmético 4) Estabilizar las
membranas de los espermatozoides (60).

2.11. Las bacterias presentes en el semen

La contaminacién bacteriana es un fendmeno usual durante la recoleccion y el
tratamiento frecuente del semen porcino (12). La presencia de bacterias en el
eyaculado tiene efectos sobre la fertilidad del verraco como la disminucién de la
motilidad de los espermatozoides, el aumento de los cambios morfoldgicos y de
aglutinacion, la disminucion de los espermatozoides y reduccion de la longevidad
del semen y en las cerdas si las bacterias son patogenas existe la posibilidad que la
infecten con algdn tipo de enfermedad (67). La presencia de bacterias ocasiona
efectos negativos sobre los espermatozoides al alterar el plasma seminal

transformandolos en una fuente de contaminacion directa al sistema reproductor de
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la hembra (68). Los microorganismos presentes en el semen afectan la viabilidad

de los espermatozoides, debido a la competencia por el mismo sustrato y por el

efecto nocivo que los metabolitos bacterianos provocan sobre la membrana celular,

y que debido a la contaminacion se presentan fendmenos de aglutinacion,

disminucion del tiempo de conservacion, retorno de las cerdas al estro y descargas

vaginales posteriores a la inseminacion (11).

Cuadro 1. Bacterias encontradas cominmente en los eyaculados.

Genero

Fuente:

Consecuencia

Staphylococcus
aureus
Leptospiras

Eschericia coli

Eubacterium
suis

Tracto reproductor del
macho; infeccion
Ambiente

Ambiente. Habita
normalmente en el intestino
de los animales. Resistente a
la gentamicina.

Prepucio

Lesiones en el tracto; sangre en el
eyaculado; infertilidad del semental
No causa infertilidad a menos que el
numero de bacterias sea excesivo

Se ha observado un efecto directo
espermicida (posiblemente por la
produccion de toxinas). Causa
aglutinacion

Se ha aislado de descargas vulvares.
Causa problemas de infertilidad.
Problemas asociados con esta son mas
comunes cuando se usa monta natural

Fuente: Pig ImprovementCompany

Cuadro 2. Bacterias no encontradas frecuentemente en el semen

Genero

Fuente:

Consecuencia

Streptococcus spp

Proteus vulgaris

Brucellosis

Erysipelothrix
rhusiopathiae

Tracto reproductor, localizado en
testiculos; se ha aislado de prostata

Ambiente

Infeccién del semental; localizado en

los testiculos.

Tracto reproductor

Problemas de fertilidad
asociados a su efecto en la
produccién de espermasy / o
a la infeccidn del tracto
reproductor femenino.

No causa infertilidad a menos
que el nimero de bacterias
sea excesivo

Orquitis; semen
contaminado; infertilidad del
semental por degeneracion
testicular.

Puede causar inflamacion y
degeneracién testicular
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Mycoplasma
hyosynoviae
Serratia spp

Corynebacterium

Spp
Enterobacter spp

Acinetobacter spp.

Alcaligeners spp

Tracto reproductor

Serratia marcescens - contaminacion
ambiental. Patogenica en animales,
causa mastitis en bovinos. En un
estudio se encontro contaminando
diluyente en polvo. Es resistente a la
gentamicina.

Tracto reproductor; se ha aislado de
glandulas vesiculares

Enterobacter cloacae - contaminacion
ambiental. En un estudio se encontro
contaminando el equipo desechable
(re-utilizado) de dosificacion. Es
patdgeno oportunista. Resistente a la
gentamicina

Se encuentra en animales y en el
ambiente. Resistente a la gentamicina
Tracto intestinal de vertebrados. Es
oportnista. Resistente a gentamicina
Alcaligenes faecalis — aislado de
prepucio

Afecta la calidad seminal

pH acido, aglutinacion de
células espermaticas, baja
motilidad masal, dafio
acrosomal.

pH &cido, aglutinacion de
células espermaticas, baja
motilidad masal, dafio
acrosomalll.

Aglutinacion de eyaculados

Aglutinacion de eyaculados

Fuente: Pig ImprovementCompany

2.12. Origen de la contaminacién microbiolédgica del semen

Las bacterias se introducen en la linea de recoleccion y produccion de dosis
seminales a través de diferentes fuentes como son de los verracos, agentes
microbianos patdgenos exdgenos asi como la microbiota propia del diverticulo
prepucial, uretra y pene que produce toxinas (69), el personal que colecta y procesa
el semen, el equipo de coleccidn, un deficiente protocolo de extraccion de semen,

el diluyente y el agua destilada entre otros (26).

2.12.1. Efectos de la contaminacion en el semen

A partir de 10 000 colonias/mL se producen modificaciones del medio, metabolitos
acidos, aglutinacion, disminucion de la motilidad asi como, disminucion del
nimero de espermatozoides vivos, otras patologias asociadas a la reproduccion

como la disminucién de la fertilidad y la metritis en las cerdas (70). Por la presencia
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de glucosa y por la temperatura de mantenimiento del semen de 15 a 16°C la
proliferacion de gérmenes (E. coli, Salmonella sp., Pseudomonas sp. y otros) es
favorecida (69). La disminucion de la motilidad, aglutinacion espermatica,
alteraciones del acrosoma Yy alteraciones en el pH seminales son por efecto de la
contaminacion bacteriana que conducen a una reduccion del tiempo de

conservacion de las dosis seminales (71).
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CAPITULO IIl. MATERIALES Y METODOS

Los reproductores a evaluar se encuentran en la granja del Ing. Bécquer Moreta
ubicado en la provincia de Tungurahua, cantdn Ambato, parroquia de I1zamba, los
mismos estan alojados en jaulas individuales en condiciones uniformes de manejo,
sanidad y alimentacion, los verracos son sometidos al proceso de extraccion una

VEZ por semana.

3.1. Laobtencién de las muestras de semen.

Se la obtiene por la técnica de mano enguantada sobre un maniqui fijo, los verracos
a evaluar requiere de entrenamiento para montar un potro artificial. EI método
consiste en que el manejador sujete el prepucio del verraco y una vez que éste
externe el pene, el manejador sujete directamente y con firmeza el pene del verraco.
El principio se basa en que el verraco se estimula para eyacular por la presion que
ejerce sobre el pene la mano del manejador, los beneficios en las muestras de semen
que se obtienen por este método son de buena calidad, ademas de que el verraco no
se estresa durante la colecta, el método es empleado a porcinos mestizos de raza
Blanco belga, Landrace por Yorkshire y Pietrain por Landrace con registros, de 1
afio, 3.5 afios y 1 afio con 9 meses respectivamente, una vez obtenida el material
seminal se procede con el analisis de las caracteristicas macroscopicas, a mas, de la
medicién del volumen en una probeta controlando su temperatura para evitar un

shock térmico y la muerte de los espermatozoides.

3.2. Preparacion del diluyente
3.2.1. Diluyente sin antibiotico
Se utilizara leche entera y agua de coco, las mismas que tendran es su composicién

nutricional como diluyente:
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Lactosa: Carbohidrato caracteristico de la leche, ademas es un disacarido

compuesto por glucosa y galactosa.

Materia grasa: Constituida por triglicéridos, los cuales dan una mezcla compleja a

la leche.
Lipidos: La leche contiene pequefia cantidad de lipidos.

Caseina: Constituye alrededor del 4 /5 partes de las proteinas de la leche y esta a su
vez se constituye de una mezcla aproximada de diez proteinas diferentes, y lo demas

corresponde a las proteinas del suero.

Agua de coco: Contiene componentes como azlcares, vitaminas, minerales,
electrolitos (como potasio, magnesio, calcio, sodio y fosforo), enzimas,

aminoécidos, citoquinas y fitohormonas (hormonas naturales).

3.2.2. Diluyente con antibiotico

El diluyente utilizado en esta investigacion es el NUTRIXcell el mismo que
proporciona nutrientes y elementos necesarios para la integridad de la membrana y
el metabolismo espermaético, asi mismo los protege del choque térmico, variacion

del pH, crecimiento bacteriano, oxidacion y més.

3.3. Adicién de diluyente con o sin antibidtico

Los diluyentes preparados estaran en reposo durante 20 minutos antes de ser
incorporado el semen porcino, la temperatura estara entre los 35 y 37 °C, una vez
que se reuna el material genético con el diluyente se homogeniza la mezcla para

dejarla en reposo por dos horas antes del envase.

3.4. Calidad seminal

Evaluar las diferentes caracteristicas macroscépicas (color, olor, consistencia,
pureza y pH), microscopicas (aglutinacion, viabilidad y motilidad) y del
microbioma de las muestras seminales con los dos tipos de diluyentes de esta
manera se obtendra resultados que nos permitan corregir y mejorar a la calidad

higiénica sanitaria del semen durante la colecta y procesamiento del mismo.
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3.5. MATERIALES, EQUIPOS E INSTALACIONES

MATERIALES
Recursos humanos
e Personal de la granja
Laboratorio
e Microscopio
e Laminas portaobjetos
e La&minas cubreobjetos
e Platina térmica
e Placa de petri
e Frascos de orina estériles de 100 ml
e Pipetas pasteur
e Plancha Térmica
e TermoOmetro
e Colorante de eosina
e Agua destilada
e Leche (Svelty), (La lechera)
e Agua de coco
e Agar Mueller Hinton
Material de campo
e Coller
e Guantes
e Termo recolector
e Papel filtro
Bioldgico

e \Verracos

3.6. TRATAMIENTO Y DISENO EXPERIMENTAL
Se estudio el efecto de los diluyentes de recoleccion seminal sobre la conservacion,

fertilidad y formacion de colonias (UFC), en el semen refrigerado de los verracos,
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se empled un disefio Completamente al Azar, el mismo que se ajusta al siguiente

modelo lineal aditivo:

Xj=u+ ai + €ij

Xj = Variable dependiente.

u = Media general.

ai = Efecto de los tratamientos.

€1j = Efecto del error experimental.
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CAPITULO VI. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Validacion del Objetivo Especifico 1

Identificacion las especies de microorganismos presentes en el semen de

reproductores porcinos en diluyentes con o sin antibiéticos.

Se determind la presencia de seis microorganismos, de los cuales en la
experimentacion con antibiotico prevalecen 4. Corynebacterium spp. Y
Acinetobacter spp., con el 33% cada uno, seguido de Enterobacter spp. vy,
Staphylococcus spp con el 11% cada uno, y, sin microrganismos apenas en una
especie que corresponde al 11%. De igual manera en la experimentacion sin
antibidtico se tienen 4 microrganismos prevaleciendo Staphylococcus spp con el
33%, seguido de Corynebacterium spp. con el 22%, y, Bacillus spp. y Escherichia
coli. con el 11% cada uno; y sin microrganismos 2 especies que representa al 22%.
En resumen se muestra que prevalecieron en esta experimentacién los
microrganismos Corynebacterium spp. y , Staphylococcus spp con el 28% y 22%

respectivamente, como se muestra en el cuadro 3:

Cuadro 3. Microorganismos versus uso de antibidtico

USO DE ANTIBIOTICO
MICRORGANIS,MOS*USO DE CO[\I SIN TOTAL
ANTIBIOTICO ANTIBIOTICO | ANTIBIOTICO

N° % N° % N° %

;Jcl)orynebacterlum 3 33% 2 2204 5 28%

Acinetobacter spp. 3 33% 0 0% 3 17%

Bacillus spp. 0 0% 1 11% 1 6%
MICROORGANISMOS ' sin microorganismo 1 11% 2 22% 3 17%

Enterobacter spp. 1 11% 0 0% 1 6%

Staphylococcus spp. 1 11% 3 33% 4 22%

Escherichia coli. 0 0% 1 11% 1 6%
Total 9 100% 9 100% 18 100%

Nota. Elaborado en base a la informacidn del cultivo y antibiograma
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Para la identificacion del nivel de asociacion entre estas variables de estudio se
aplico la Prueba Estadistica de Correlacion de Pearson, en la cual se determiné que
la presencia de microorganismos no fue significativa por tener un valor de

sig=0.128 mayor a 0.05. Como se muestra en el cuadro 4:
Cuadro 4. Correlacion de Pearson - Variable microorganismos

Correlaciones

USO DE
, MICROORGANISMOS
ANTIBIOTICO
Correlacién de Pearson 1 373
USO DE . .
3 Sig. (bilateral) .128
ANTIBIOTICO

N 18 18

Correlacion de Pearson 373 1

MICROORGANISMOS Sig. (bilateral) 128

N 18 18

Nota. Elaborado en base a la informacion del cultivo y antibiograma

4.2. Validacion del Objetivo Especifico 2

Comparar la calidad espermatica en diluyentes con o sin antibidtico.

Para esta comparacion se realizd evaluaciones, cultivos y antibiogramas, a cada una
de las especies y en funcién de los dos tratamientos en diluyente con o sin
antibidticos, teniendo resultados primarios en la evaluacién directa de las muestras

como se detalla a continuacion:

Cuadro 5. Evaluacidn de las muestras con y sin antibidtico

Diluyente Con antibiotico Sin antibiotico
Temperatura 30°C 30°C
Motilidad masal 5 4
Motilidad individual Muy buena Buena
Vivos / muertos 96/4 79/21

Nota. Elaborado en base a la informacidn del analisis en la UTA
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Se aplico como técnica POET-MCL 01 Siembra en Profundidad; y en relacion con
los exdmenes utilizados fue el Recuento de Mesdfilos aerobios, demostrandose que
se alcanzaron resultados inferiores a lo que establece como estandar la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE, 1996) de (5x10% UFC/ml). Los
valores mas altos se dan con diluyentes sin antibi6tico, lo que disminuye su calidad,
en el cuadro 4, se muestra los resultados de niveles de UFC alcanzados,
observandose que ninguno supera los estandares, visualizandose los niveles mas

altos en la especie Blanco Belga con diluyente sin antibidtico:

Cuadro 6. Calidad Espermatica

Codigo  Identificaci Raza Sexo Edad Repet. Resultado
on

1 11 x 10' UFC/ml

22-3004- Con Pietrain M 1.9 2 22 x 10t UFC/ml
1 antibiotico
3 25 x 10! UFC/ml

1 11 x 10' UFC/ml
22-3004- Sin Pietrain M 1.9 2 11 x 10' UFC/ml

2 antibidtico
3 14 x 10* UFC/ml

1 6 x 10' UFC/ml
22-3004- Con BB M 1 2 7 x 10" UFC/ml
3 antibiotico

3 3x 10 UFC/ml

1 56 x 10 UFC/ml
22-3004- Sin BB M 1 2 64 x 10 UFC/ml
4 antibidtico

3 50 x 10> UFC/ml

1 15 x 10! UFC/ml
22-3004- Con Landrace M 35 2 23 x 10" UFC/ml
5 antibiético

3 13 x 10' UFC/ml

1 34 x 10! UFC/ml
22-3004- Sin Landrace M 3.5 2 53 x 10! UFC/ml
6 antibiotico

3 29 x 10 UFC/ml

Nota. Elaborado en base a la informacidn del cultivo y antibiograma
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Para reforzar los resultados expuestos, se realiza estadistica descriptiva, que permite
visualizar que la variabilidad de los datos es significativa en relacion con la calidad
espermatica y, en relacion los dos tratamientos, con y sin antibiético. En el cuadro
7, se refleja que el nivel espermético es mayor para la experimentacion sin
antibidtico, con un margen de error estdn mayor, lo que de acuerdo a la literatura

esto puede incidir en el nivel de reproductividad de los porcinos:

Cuadro 7. Andlisis de variabilidad

Estadisticas de grupo

USO DE N Media Desviacion Media de error
ANTIBIOTICO estandar estandar
CALIDAD CON ANTIBIOTICO 9 132.22 88.428 29.476
ESPERMATICA )
(UFC/IML) SIN ANTIBIOTICO 9 346.78 224.535 74.845

Nota. Elaborado en base a la informacion del cultivo y antibiograma

Si se plantea como interrogante para este caso: ¢Cuél es la mejor calidad
espermatica en diluyentes con o sin antibidtico?, para resolver esta interrogante se
establece la Prueba de Correlacion de Pearson, en donde, se determina que con
antibidtico se tiene un mejor nivel de significancia y un valor de Pearson més
cercano a 1 en relacion a sin antibiético, por lo que se determina que en la aplicacién
con antibidtico, se tiene una mejor calidad espermatica que sin antibiético, incluso

en este se refleja una relaciéon negativa, como se muestra en el siguiente cuadro :

Cuadro 8. Correlacion de Pearson de la calidad espermatica

Correlaciones
Calidad Calidad
Espermatica Espermatica
con antibiotico sin antibiotico

N|.

repeticiones

Calidad Correlacion 1 535" 214

Espermatica de Pearson

con Sig.

antibiotico  (bilateral) 000 o
N 75 75 75

Calldad, . Correlacion _ 535" 1 026

Espermatica de Pearson

sin Sig.

antibictico  (bilateral) 000 et
N 75 75 75

**_La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (2 colas).

Nota. Elaborado en base a la informacidn del cultivo y antibiograma
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4.3. Validacion del Objetivo Especifico 3

Determinar el desempefio de prefiez de los reproductores porcinos en

diluyentes con o sin antibidticos.

En funcion de la cantidad de crias se determina que el desempefio de prefiez es
mayor en el proceso con antibiético con 103 (58%) crias y 75 (42%) en camadas
sin antibioticos, de un total de 178 crias, observandose mayor nimero de crias a

nivel general en la especie Blanco Belga como se muestra en el cuadro 7:

Cuadro 9. Desempefio de prefiez

Especie Camada con Antibidtico Camada sin Antibiotico
N° % N° %
Subtotal Pietrain 35 34% 23 31%
Subtotal Blanco Belga 37 36% 26 35%
Subtotal Landrace 31 30% 26 35%
Total 103 100% 75 100%

Nota. Elaborado en base a la experimentacion realizada

Sin embargo, al tener una diferencia de 28 crias, no es representativo, resultado que
se demuestra al aplicar la prueba ANOVA, al tener un valor de sig=0.000, menor a
0.05, lo que refiere que la relacion entre los diferentes tratamientos y es significativa

y €s positiva, como se muestra en el cuadro 8:

Cuadro 10. Prueba ANOVA

ANOVA
Suma de Media
cuadrad gl cuadrati F Sig.
0s ca
Entre grupos
Camada e 115.253 2 57626 0 000
con
Antibictico Dentro de grupos 153.227 72 2128
Total 268.480 74
Entre grupos
Camada arup 63.867 2 31.933 516'3 .000
sin
Antibistico Dentro de grupos 44.853 72 623
Total 108.720 74

Nota. Elaborado en base a la informacidn del cultivo y antibiograma
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4.4. Validacion de Hipotesis.

La hipdtesis de esta investigacion se centra en:

HO: La presencia de microorganismos y diluyentes con y sin antibiotico NO afecta
en el potencial reproductivo de los porcinos en relacion con los diluyentes utilizados

con o sin antibioticos

H1: La presencia de microorganismos y diluyentes con y sin antibiético afecta en
el potencial reproductivo, de los porcinos en relacion con los diluyentes utilizados

con o sin antibioticos.

Cuadro 11. Validacion de Hipdtesis

Resumen del modelo®
Estadisticas de cambios

R Error Cambi
Mo R cuadr estanda ode Cam Sig.
R cuadr ado r de la . df df Cam
delo . . cuadr bio .
ado ajusta estimac 1 2 bio
., ado de enF
do ion enF
R
1 .58
42 341 323 .903 341 18.63 2 72 .000

a. Predictores: (Constante), Calidad Espermatica con antibidtico, Calidad Espermatica sin
antibidtico

ANOVA?
Suma de Media -
Modelo cuadrados gl cuadrética F S10.
1 nRegfeslo 30.409 2 15204 1863  .000°
Residuo 58.738 72 816
Total 89.147 74

b. Predictores: (Constante), Calidad Espermética con antibi6tico, Calidad
Espermatica sin antibidtico
Nota. Elaborado en base a la informacion del cultivo y antibiograma

Para la validacion de la hipoétesis se aplico la prueba de Regresion y la de ANOVA,
en la primera se determind que existe un nivel de asociacion de las variables de
estudio, esto es, la presencia de microorganismos y potencial reproductivo, sin
embargo, es evidente que esta es relativamente bajo porque se alcanza un valor de
Rcuadrado ajustado=.323, lo que determina que se tiene una asociacion de 32%. En
relacion con la Prueba ANOVA se tiene un valor de sig=.000, por lo que, al aplicar

la premisa de que “el valor de sig es menor a 0.05, se valida la hipoétesis alternativa

27



(H1) y se rechaza la hipotesis nula (H0)”, bajo este criterio de determina que la
presencia de microorganismos afecta en el potencial reproductivo, de los porcinos

en relacion con los diluyentes utilizados con o sin antibioticos.

4.5.DISCUSION
Al efectuar una revision sistematica de referentes relacionados con la investigacion

realizada, se tiene el estudio ejecutado por Conza et al (72), que se relaciona con
el primer objetivo en correspondencia con la presencia de microorganismos y su in
incidencia en las diferentes especies. En su investigacion manifiesta que en la
actualidad la inseminacion artificial en porcinos ha ido en incremento y ha
contribuido al mejoramiento genético de esta especie. Es evidente, que existe un
sinnumero de factores que influyen de manera directa en la calidad de semen
porcino, dentro de las principales se tiene la contaminacion bacteriana del semen
que se produce por microorganismo Yy que ocurre durante la colecta o proviene del
aparato genito — urinario, lo que ocasiona disminucion de la eficiencia reproductiva.
En este estudio, se demostrd que 9/15 de las especies eyaculadas sobrepasaron la
carga bacteriana, con lo que, concluy6 que, la presencia de bacterias ocasiona
efectos negativos sobre los espermatozoides, pues, altera su plasma seminal,
reduciendo la calidad del semen y la capacidad fertilizante. Las bacterias que
prevalecieron y sobrepasaron la carga bacteriana fueron Pseudomona aeruginosa
y, Escherichia coli. Sin embargo, bacterias como Proteus vulgaris, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis y Citrobacter sp., no superaron los limites establecidos.

Para el objetivo de la calidad espermatica, se considerd la investigacion realizada
por Del Valle (68), en donde, el autor de este estudio refiere que, la especie porcina
es una de las que alcanza mayor incremento de poblacién, por el nimero de crias
que tiene por parto y/o partos anuales, alcanzando tasas de fertilidad de
aproximadamente el 85% y de generar camadas entre 11 y 12 lechones; esta
efectividad estd dada tanto por la hembra como por el macho; sin embargo, en el
caso de la hembra esta se ve afectada por algunos factores; mientras que, en el
macho influye de manera significativa la calidad seminal, esto garantiza el 50% del

éxito en sus resultados productivos. Para el caso de este estudio se utilizo especies
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Duroc, Yorkshire, y, Landrace, los examenes espermaticos y bacterioldgicos se
realizaron siguiendo la metodologia del Manual de Procedimientos Técnicos para
la Crianza Porcina y el Manual de Bacteriologia para Centros de Inseminacion
Artificial. En relacion con la presencia de microorganismos se tuvo la presencia de
Pseudomonas aeruginosa Yy Escherichia coli. Al realizar el conteo de
microorganismos aerobios mesoéfilos se obtuvieron valores que superaron los
limites establecidos por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal OIE (el
recuento no debe superar el valor de 5x10° UFC/ml), oscilaron entre 200 hasta
18000 UFC/mL, estos valores evidenciaron la presencia de una alta carga
contaminante de bacterias, lo que determind que la existencia de bacterias ocasiona
efectos negativos sobre los espermatozoides y alteran el plasma seminal, lo que

representa una fuente de contaminacion para el tracto genital de la hembra.

Otro estudio de caracteristicas similares realizado por Acosta (11), en donde se
realizd un estudio bacteriolégico a 30 muestras de semen, en donde, el conteo
promedio de células bacterianas en los eyaculados fue de 3,6 x 10* y 3, 2 x 10*
ufc/ml, lo que, sobrepasa los limites permitidos de semen, se identifico la presencia
de varios géneros bacterianos como Micrococcus spp, Pseudomonas spp,
Staphylococcus spp, y Streptococcus sp, demostrando la alteraciéon del plasma
seminal y una principal fuente de contaminacidn para el tracto genital de la hembra,
incidiendo en la pérdida de motilidad espermaética, la reduccion de fecundacion e

incluso muerte embrionaria

Para el tercer objetivo enfocado en el desempefio de prefiez, se tiene la investigacion
realizada por Nufiez (41), en el cual se realiza una evaluacién comparativa de los
parametros reproductivos en cerdas multiparas, en este caso se utilizaron dos grupos
de 6 cerdas, se aplicé un protocolo de inseminacion de 12h, 24h, 36h, se utilizé
semen fresco con diluyente de larga duracion mas agua biodestilada, con una
concentracion de 3 x 10° de espermatozoides/mL, aplicar la Prueba T de Student
con observaciones pareadas, se reportdo una diferencia significativa del 5%

reportandose en los dos métodos 100% de efectividad.

Las investigaciones analizadas demostraron coincidencias importantes, con los

resultados obtenidos, entre estos, se destaca, la prevalencia de las bacterias como:
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Corynebacterium spp., Acinetobacter spp.,  Enterobacter spp.,
Staphylococcus spp., de igual manera existe un margen significativo de
microorganismos, siendo este mayor en el tratamiento casero, de igual manera se
puede ratificar que la presencia de microorganismos influye en la calidad del semen,
por ende afecta de manera directa y significativa en el nivel de prefiez de estos, lo

que refleja que a mayor factor contaminante menor nivel de prefiez.

Es evidente que los procesos de inseminacion en especies porcinas se encuentran
en constante desarrollo lo que garantiza el aprovechamiento de porcinos
genéticamente superiores, este tipo de investigaciones permite mejorar los
procedimientos existentes con la finalidad de elevar el desempefio de prefiez de
estas especies, se corroboré que la presencia de microorganismos disminuye la
calidad espermatica, por ende influye de manera significativa en el desempefié de
prefiez, estos resultados permiten incrementar la fertilidad, y, consecuentemente el
porcentaje de prefiez, asi como, el tamafio de la camada, lo que, contribuye alcanzar

eficiencia reproductiva.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUCIONES
En correspondencia con la identificacion de las especies de microorganismos

presentes en el semen de reproductores porcinos en diluyentes con o sin
antibidticos, se evidencid la presencia de microorganismos prevaleciendo

Corynebacterium spp., seguido de la bacteria Acinetobacter spp.

La calidad espermatica en diluyentes con o sin antibidtico, se determina que esta se
encuentra dentro de los limites establecidos por la OIE (el recuento no debe superar
el valor de 5x10% UFC/ml), sin embargo, se observa que este es mayor en diluyentes
sin antibidtico, indistintamente de la especie en la que este experimentando. No
obstante, es importante explicar que al aplicar el diluyente con antibidtico existe
mayor carga en el verraco de raza Landrace, y, en el diluyente sin antibidtico en el
verraco de raza BB.

Al determinar el desempefio de prefiez, se tiene que se realizaron varias
inseminaciones con los grupos experimentales, la camada fue mayor en el
tratamiento de diluyente con antibi6tico en BB; mientras que, en el sin antibiotico
fue mayor el nivel de prefiez en BB y Landrace. El indice de mortalidad fue del 2%

a nivel general

5.2. RECOMENDACIONES

Utilizar diluyente con antibidtico para el semen porcino y su posterior
conservacion, ya que presento resultados satisfactorios desde el punto de vista

bacteriano, reproductivo, productivo y econémico.

Proponer como alternativa el uso de diluyente sin antibiético pero en combinacion

con otros medios con caracteristicas conservantes para mejorar el rendimiento en
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el potencial reproductivo, aportando asi nuevos protocolos comerciales eficientes

en conservacion de semen porcino.

Manejar el método, materiales de colecta y procesamiento del material genético
con una asepsia estricta con el fin de evitar la contaminacion del eyaculado por

agentes patdgenos presentes en el medio.

Transferir los resultados obtenidos de la diversidad de microorganismos seminales
y su relacion con el potencial reproductivo del semen porcino a pequefios y

medianos productores, técnicos y estudiantes.
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CAPITULO VII. ANEXOS

INFORME DE RESULTADOS

Caso: 22-3004

DATOS DEL CLIENTE

Propietario ®:; Sr Becquer Moreta

Hacienda @: Reprongranja

Teléfono : 0939 935 429

Direccion @:  Sector de 1zamba

Mail ®;
becquermoreta@gmail.com

Provincia @: Tungurahua

Canton @;
Ambato

Parroquia ®: Izamba

Remite @; El Cliente

Muestras recolectadas por®: El Cliente

Lugar de realizacion
Instalaciones de

de los Ensayos
Vetelab

Procedimiento de campo: N/A

Ndmero de muestras: 6 de semen

Especie O: Porcina

Vacuna @: N/A

RESULTADOS

Examen Solicitado: Recuento de Meséfilos aerobios

Técnica: POET-MCL 01 Siembra en Profundidad

Cadigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® | Repeticion | Resultado

1 11 x 107 UFC/mI
22-3004-1 Pietrain +D NI M NI

2 22 x 10T UFC/m

3 25 x 10T UFC/m

1 11x 10" UFC/mI
22-3004-2 Pietrain SD NI M NI

2 11 x 107 UFC/mI

3 14 x 10 UFC/ml

1 6x 100 UFC/mI
22-3004-3 BB +D NI M NI

2 7x 100 UFC/mI

3 3x 10" UFC/mI

1 56 x 107 UFC/m
22-3004-4 BB SD NI M NI

2 64 x 10" UFC/m

3 50 x 107 UFC/m

1 15 x 10" UFC/ml
22-3004-5 Landrace +D NI M NI

2 23 x 10 UFC/m

3 13 x 10 UFC/ml

1 34 x 10' UFC/ml
22-3004-6 Landrace SD NI M NI

2 53 x 10° UFC/ml

3 29 x 10' UFC/ml
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Examen Solicitado: Cultivo y Antibiograma

Cadigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® | Repeticion

22-3004-1 Pietrain +D NI M NI 1

Microorganismo aislado: Crecimiento moderado de Corynebacterium spp.
ANTIBIOGRAMA

Sensible: Amoxicilina + Ac. Clavulanico, Gentamicina.
Medianamente Sensible: ---------

Resistente:  Tetraciclina, Sulfatrimetoprim, Lincomicina, Cefalexina,
Cloxacilina, Estreptomicina.

Cddigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® Repeticion

22-3004-1 | Pietrain +D NI M NI 2

Microorganismo aislado: Crecimiento moderado de Corynebacterium spp.
ANTIBIOGRAMA

Sensible: Amoxicilina + Ac. Clavulanico, Gentamicina.
Medianamente Sensible: ---------

Resistente:  Sulfatrimetoprim, Tetraciclina, Cefalexina, Cloxacilina,
Lincomicina, Estreptomicina.

Cddigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® Repeticion

22-3004-1 | Pietrain +D NI M NI 3

Microorganismo aislado: Crecimiento moderado de Acinetobacter spp.
ANTIBIOGRAMA

Sensible: Amoxicilina + Ac. Clavulanico, Enrofloxacina, Cefalexina,
Sulfatrimetoprim.

Medianamente Sensible: ---------

Resistente:  Lincomicina, Estreptomicina, Gentamicina.

Cddigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® Repeticion

22-3004-2 | Pietrain SD NI M NI 1

Microorganismo aislado: Crecimiento moderado de Corynebacterium spp.
ANTIBIOGRAMA

Sensible: Gentamicina, Sulfatrimetoprim.
Medianamente Sensible: Amoxicilina + Ac. Clavulanico.
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Resistente:

Examen Solicitado :

Cultivo y Antibiograma

Cloxacilina, Cefalexina, Lincomicina, Tetraciclina.

Cadigo

Identificacion®

Raza®

Sexo®

Edad®

Repeticion

22-3004-2

Pietrain SD

NI

M

NI

2

Microorganismo aislado: Crecimiento moderado de Bacillus spp.

ANTIBIOGRAMA

Sensible:

Gentamicina. Amoxicilina + Ac. Clavulanico.
Medianamente Sensible:

Resistente:  Cloxacilina, Sulfatrimetoprim, Lincomicina, Cefalexina,
Tetraciclina.
Cadigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® | Repeticion
22-3004-2 Pietrain SD NI M NI 3

Microorganismo aislado: Crecimiento moderado de Corynebacterium spp.

ANTIBIOGRAMA

Sensible:

Sulfatrimetoprim, Amoxicilina + Ac. Clavulanico, Gentamicina.
Medianamente Sensible:

Resistente: Tetraciclina, Lincomicina, Cloxacilina, Cefalexina.
Cddigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® Repeticion
22-3004-3 BB +D NI M NI 1
Cultivo: Sin Desarrollo hasta las 96 horas de incubacion.
Cddigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® | Repeticion
22-3004-3 BB +D NI M NI 2

Microorganismo aislado: Crecimiento escaso de Acinetobacter spp.

ANTIBIOGRAMA

Sensible: Enrofloxacina, Sulfatrimetoprim, Amoxicilina + Ac. Clavulanico,
Cefalexina.

Medianamente Sensible: ---------

Resistente:  Estreptomicina, Lincomicina, Gentamicina.

Examen Solicitado: Cultivo y Antibiograma
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Cadigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® Repeticion

22-3004-3 BB +D NI M NI 3

Microorganismo aislado: Crecimiento moderado de Enterobacter spp.
ANTIBIOGRAMA

Sensible: Enrofloxacina, Sulfatrimetoprim, Amoxicilina + Ac. Clavulanico,
Cefalexina.

Medianamente Sensible: ---------

Resistente:  Lincomicina, Estreptomicina, Gentamicina.

Cadigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® | Repeticion

22-3004-4 BB SD NI M NI 1

Microorganismo aislado: Crecimiento escaso de Levaduras

Cadigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® Repeticion

22-3004-4 BB SD NI M NI 2

Microorganismo aislado: Crecimiento moderado de Staphylococcus spp.
ANTIBIOGRAMA

Sensible: Amoxicilina + Ac. Clavulanico, Enrofloxacina, Cefalexina,
Sulfatrimetoprim

Medianamente Sensible: ---------

Resistente: Cloxacilina, Lincomicina.

Cadigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® | Repeticion

22-3004-4 BB SD NI M NI 3

Microorganismo aislado: Crecimiento escaso de Levaduras.

Cadigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® | Repeticion

22-3004-5 Landrace +D NI M NI 1

Microorganismo aislado: Crecimiento moderado de Staphylococcus spp.
ANTIBIOGRAMA

Sensible: Enrofloxacina, Sulfatrimetoprim, Amoxicilina + Ac. Clavulénico,
Cefalexina.
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Medianamente Sensible: Cefalexina.
Resistente:  Lincomicina, Estreptomicina, Gentamicina.

Examen Solicitado: ~ Cultivo y Antibiograma

Cadigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® | Repeticion

22-3004-5 Landrace +D NI M NI 2

Microorganismo aislado: Crecimiento moderado de Acinetobacter spp.
ANTIBIOGRAMA

Sensible: Enrofloxacina, Sulfatrimetoprim, Amoxicilina + Ac. Clavulanico,
Cefalexina.

Medianamente Sensible: ---------

Resistente:  Lincomicina, Estreptomicina, Gentamicina.

Cadigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® Repeticion

22-3004-5 Landrace +D NI M NI 3

Microorganismo aislado: Crecimiento escaso de Corynebacterium spp.

ANTIBIOGRAMA

Sensible: Amoxicilina + Ac. Clavulanico, Gentamicina.
Medianamente Sensible: ---------

Resistente:  Sulfatrimetoprim, Tetraciclina, Lincomicina, Cefalexina,
Cloxacilina.

Cadigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® Repeticion

22-3004-4 Landrace SD NI M NI 1

Microorganismo aislado: Crecimiento moderado de Staphylococcus spp.

ANTIBIOGRAMA

Sensible: Amoxicilina + Ac. Clavulanico, Lincomicina, Cefalexina,
Estreptomicina, Gentamicina

Tetraciclina, Sulfatrimetoprim, Cloxacilina.
Medianamente Sensible: ---------
Resistente:  --------------
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Cadigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® Repeticion

22-3004-6 Landrace SD NI M NI 2

Microorganismo aislado: Crecimiento escaso de Staphylococcus spp.

ANTIBIOGRAMA

Sensible: Amoxicilina + Ac. Clavuléanico, Cefalexina, Sulfatrimetorpim,
Gentamicina, Estreptomicina.

Medianamente Sensible: ------------

Resistente: Lincomicina, Cloxacilina.

Examen Solicitado: ~ Cultivo y Antibiograma

Cadigo Identificacion® | Raza® | Sexo® | Edad® | Repeticion

22-3004-6 Landrace SD NI M NI 3

Microorganismo aislado: Crecimiento moderado de Escherichia coli..

ANTIBIOGRAMA

Sensible: Enrofloxacina, Gentamicina, Amoxicilina + Ac. Clavulanico.
Medianamente Sensible; ---------
Resistente:  Cefalexina, Sulfatrimetroprim, Estreptomicina, Lincomicina.

& Informacion suministrada por el cliente.

Nomenclatura:
NI: No Informa

Observaciones
v" El cliente manifiesta que las muestras se mantuvieron en refrigeracion,
v" Hacer 3 repeticiones de cada muestra.

NOTAS:
1. Los resultados son validos Gnicamente para las muestras recibidas y
procesadas en el laboratorio.
2. Vetelab Cia.Ltda. No es responsable de la informacion por el cliente que
pueda afectar la validez de los resultados.
3. Los resultados que contiene este informe son avalados por VETELAB
CIA.LTDA. Cualquier adulteracion a los mismos, automaticamente los
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invalida; y, en ese supuesto se comunicard a las autoridades y se iniciara el
proceso judicial corresponsable.

Mcrb. Maria Joseé Sanchez Ayala
Jefe de Laboratorio

Prohibida la reproduccion total o parcial del presente reporte sin la autorizacion
escrita de Vetelab Cia Ltda.
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