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RESUMEN

El semen de cuatro cerdos reproductores fue extraido una vez por semana durante 10 semanas. Diluido en agua de coco sin an-
tibidtico, se conservo en refrigeracion a 17 °C durante 192 horas, y fue inoculado en placas de Petri con agar nutriente, a 37 °C.
Toda la cristaleria fue esterilizada previamente. Los tratamientos fueron: A= Lavado interno y externo del prepucio; B= Sin lim-
pieza del prepucio y C= Lavado externo del prepucio (lote control). El uso solo del lavado externo del prepucio mostrd el mejor
resultado para la calidad bacteriologica del semen, con la media de 16 % del total de colonias contadas y una cantidad de colonias
de bacterias mas pequefia que los otros tratamientos (2,5 x 10° UFC/mL). Después de las primeras 24 horas de conservacion, el
tratamiento con el lavado interno del prepucio, presenté un nimero medio de colonias bastante alto (9,5 x 10° UFC/mL). Después
de 192 horas de conservacion del semen en refrigeracion a temperatura de 17 °C, se constaté un decrecimiento en el nimero de
colonias en todos los tratamientos. No obstante, en el tratamiento que consistid solamente en el lavado externo, el numero de
colonias de bacterias fue significativamente mas pequefio (P<0,05). Con la utilizacion solamente del lavado externo del prepucio,
es posible una disminucion de la contaminacion del eyaculado con una cantidad mas pequefia de UFC/mL en las placas inoculadas.

ABSTRACT

Semen from four boars was collected once a week for ten weeks. The semen diluted in coconut water without antibiotics was
preserved at 17 °C for 192 hours and inoculated in Petri dishes with agar at 37°C afterwards. All lab instruments used were previ-
ously sterilized. Treatments applied were: A. washing of internal and external parts of genitals, B. No previous washing of geni-
tals, C. Only external cleaning of genitals (control group). External cleaning of genitals proved to be the best treatment to obtain
higher bacteriological quality of semen, with an average value of 16% out of the total counted colonies and a number of colonies
with smaller bacteria compared to the other treatments (2,5 x 105 UFC/mL). The treatment consisting in internal cleaning of
genitals showed an average number of colonies rather high (9,5 x 105 UFC/mL) after being preserved for 24 hours Semen pre-
served at 17°C showed a decrease in colony number after 192 hours in all treatments However, the treatment consisting in exter-
nal cleaning of genitals showed a significant low number of bacteria colonies (P<0,05). Taking into account the above results, the
external cleaning of genitals proved to be a better treatment to diminish semen contamination with a lower quantity of UFC/mL in
the inoculated Petri dishes.

PALABRAS CLAVE: semen, verraco, calidad bacteriologica, contaminacion
preparado alli, estd mas sujeto a la contaminacion bac-

INTRODUCCION teriana, e influye negativamente en la fertilidad (Ma-
La técnica de la inseminacion artificial ofrece a los dec, 1986). Varios son los factores que pueden interve-
criadores posibilidades de difusion y progreso del ma- nir en la calidad del semen, tales como: falta de higie-
terial genético. Por otro lado disminuyen los riesgos del nizacion del reproductor previa a la extraccion, método
problema sanitario, toda vez que reduce el numero de de extraccion, y la accion mal conducida (Althouse et
reproductores (Madec, 1987); asi y todo existe todavia al.,1998).
un pequeilo riesgo de contaminacion con el propio Waltz et al. (1968) plantean que conseguir un eyacu-
semen en las dosis inseminantes (Thacker et al., 1984; lado libre de contaminacion es practicamente imposi-
Connor et al., 1984; Trayer, 1996). ble, pues la misma ocurre principalmente durante la
La temperatura y el tiempo de almacenamiento del extraccion (Bennemann et al., 1997).
semen no impiden la multiplicacion bacteriana en las Cuando no son tomadas en cuenta las medidas se
dosis; asi, se afecta la viabilidad de los espermatozoi- pueden presentar los problemas citados, por eso el
des, por el aumento de metabolitos bacterianos (Sone et objetivo de este trabajo fue evaluar cuantitativamente la
al., 1982), competicion por el mismo sustrato (Rideout flora bacteriana presente en el semen diluido de repro-
et al., 1982), ademds de provocar defectos en la mem- ductores porcinos, segin el método de higienizacion en
brana celular (Diemmer et al, 1996). Segin Sanchez el momento previo a la obtencion del semen.

(1993) solamente la fraccion rica del eyaculado debe ,
ser usada después de la conservacion del mismo por MATERIALES Y METODOS

largos periodos, pues posee una menor contaminacion. Obtencion del semen

Las secreciones prepuciales no deben tener contacto El semen de cuatro verracos fue extraido una vez por
con el semen, evitacion que permitird la obtencion de semana durante 10 semanas a través de la técnica de la
un eyaculado menos contaminado (Bortolozzo y mano enguantada, en recipiente plastico (500 mL)
Wentz, 1995; 1997). El semen obtenido en granjas y protegido por vaso isotérmico.
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Fig. 1. Proporcién del numero de
colonias de bacterias después de 24 h
de conservacion del semen

entre 15y 17 °c

Tratamiento del semen:

Después de cada extraccion se midi6 la concentra-
cion, volumen, total de espermatozoides y la tempera-
tura del semen. El semen ya diluido en agua de coco
sin antibidtico (1 mL de semen en 9 mL de diluyente),
fue conservado en frio entre 15y 17 °C durante 8 dias,
dentro de tubos de ensayo, en condiciones anaerobicas.
Las inoculaciones en placas de Petri se hicieron con
semen de dos periodos distintos de conservacion: 24 y
192 horas. La cristaleria fue previamente esterilizada
en estufa a 180 °C durante dos horas. Se formaron tres
lotes:

Lote A: Lavado interno del prepucio, (se utiliz6 una
pipeta con agua destilada) y externo con agua tratada y
toallas de papel desechables.

Lote B: Sin limpieza previa del prepucio. El animal
venia directamente para
la sala de extraccion.

Lote C: Lavado exter-
no del prepucio con
agua corriente (tratada)
y uso de toallas de papel
desechables (control).
Inoculacion y lecturas

Se utilizaron placas de
Petri estériles con agar
nutriente (10 mL) para
verificar el nivel de
contaminacion de los
eyaculados, mediante el
conteo de colonias pre-
sentes. Las placas se
pusieron en estufa a
37°C con 24 horas de
antelacién a la inocula-
cion, para eliminar la

Fig. 2. Proporcién del numero de
colonias de bacterias después de 192
h de conservacion del semen

entre 15y 17 °c
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humedad. El semen fue rediluido en 9 mL de diluyente
de agua de coco hasta 10*. De esta ultima se retiré un
volumen de 0,1 mL de semen para la inoculacion de las
placas, y se realizaron movimientos circulares para que
el semen se esparciera de forma homogénea por la
placa. Las inoculaciones fueron realizadas con micro-
pipetas asépticas con acceso a un mechero Bunsen y
seguidamente se incubaron a 37 °C por un tiempo de 48
horas. Después de este periodo, se hizo conteo de colo-
nias de bacterias por placa, y el resultado se expres6 en
UFC/placa (N).
Cilculo del niimero del total de colonias por mL de
semen

El nimero de colonias (N) encontrado en cada placa,
se multiplicé por el inverso de la dilucion del semen
(D=104) y también por el inverso del volumen utiliza-
do en la inoculacion de cada placa (I=101) con el resul-
tado en UFC/mL. De esta forma tenemos la siguiente
férmula: ntimero total de colonias por mL de semen
(X): X=NxDxI=x 105 UFC/mL de semen.
Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados por las medias y
desviaciones estandares para cada tratamiento. El anali-
sis entre las medias se realizé por un ANAVA multi-
factorial por el programa STATVIEW vy el test de stu-
dent. Los resultados expresados en por cientos, fueron
analizados por chi-cuadrado corregido.

RESULTADOS Y DISCUSION

El lote C con lavado externo obtuvo un mejor resul-
tado de calidad bacteriologica del eyaculado, con ape-
nas 14 % de colonias en las primeras 24 horas (Figura
1) yde 17 % a las 192 horas (Figura 2) de conservacion
del semen. Estos resultados fueron significativamente
mejores (P<0,05) con relacion al resto de los otros lotes
experimentales. Curiosamente el lote sin limpieza de
prepucio tuvo mejor calidad bacteriologica que el lote A.

Debido al menor nu-
mero de colonias de
bacterias en el lote B en
relacion con el lote A,
se supone que esta ma-
nipulaciéon de la parte
interna del prepucio del
verraco, favorecid una
mayor diseminacion de
las bacterias presentes
en ese lugar, permitien-
do un aumento de Ia
contaminacion del eya-
culado. Estas observa-
ciones estan acordes
con las afirmaciones de
Bortolozzo et al.
(1999), que verificaron
la influencia de varios
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factores, desde la extraccion hasta el almacenamiento
del semen. Estos mismos resultados los reportan Alt-
house et al. (1998).

De acuerdo con el numero medio de colonias por
placa, se observd que en las primeras 24 horas de con-
servacion, el tratamiento con lavado interno presento
un numero medio bastante elevado (9,5 x 10° UFC/mL)
en relacién con el tratamiento sin lavado (5,5 x 10’
UFC/mL) (P<0,05).

El lote donde fue realizado el lavado externo, presen-
t6 un numero menor de colonias (2,5 x 10° UFC/mL)
(Figura 3). Este trabajo muestra una variacion del nu-
mero de UFC/mL cuatro veces mayor, en dependencia
del método de higienizacion utilizado.

Madec y Varnnier(1989) encontraron una variacién 6
veces mayor en el contenido de UFC/mL después de 48
horas de conservacion del semen.

Autores como Bennemann et al. (1997) reportan va-
riaciones mayores, atribuidas a diferentes métodos de
extraccion e higiene de los animales.

Después de las 192 horas de conservacion del semen
a 17 °C, se verifico que ocurrié una disminucién en las
colonias en todos los tratamientos, o sea 4,1 x 10°
UFC/mL para el lote con lavado interno; 1,7 x 10°
UFC/mL para el lote con lavado externo y 4,3 x 10°
UFC/mL para el lote sin lavado. A pesar de esto, des-
pués de este decrecimiento con el uso del lavado exter-
no del prepucio, el nimero de colonias de bacterias fue
significativamente menor (1,7 x 10° UFC/mL) (P<0,05)
con respecto a los lotes A y B con 4,1 x 10° y 4,3 x 10°
UFC/mL respectivamente (Figura 3).

Este decreciente desarrollo bacteriano durante el pe-
riodo de conservacion del semen, fue observado por
Bennemann et al. (1999), lo cual esta relacionado con
las modificaciones del medio diluyente durante este
periodo (Chansilpa, 1987). Segun Shelby y Foley
(1966) este hecho se explica por un posible efecto an-
timicrobiano ejercido por el plasma seminal. En este
trabajo el diluyente no tenia ningun antibiético, hecho
este que coincide con los planteamientos de los autores
antes citados.

Todos los cuidados que deben tomarse, desde la pre-
paracion del verraco para la extraccion del semen hasta
su manipulacion en el laboratorio, son extremadamente
importantes para disminuir la contaminacion bacteriana
del eyaculado. Teniendo en consideracion la alta tem-
peratura de conservacion del semen porcino (17 °C),
que no inhibe la multiplicacion de bacterias, una conse-
cuencia comun es la acumulacion de toxinas y produc-
tos del metabolismo bacteriano que disminuyen la
supervivencia y capacidad fecundante de los nemas-
permos (Bennemannn. 1997). (Bortolozzo y Wentz,
1998).

Se observo que solo al lavar externamente el prepu-
cio, se disminuye la carga bacteriana del semen obteni-
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do, con una menor cantidad de UFC/mL, lo cual permi-
te una mayor conservacion.

Trabajos de Bennemann et al. (1999) comprobaron el
efecto negativo del aumento de la concentracion bacte-
riana sobre la motilidad espermatica; de esta manera,
eyaculados que presenten menores indices de contami-
nacioén bacteriana permitiran obtener mejores resulta-
dos de fertilidad.

CONCLUSIONES

e Una menor manipulacion del prepucio del verraco
en la etapa previa a la extraccion del semen, esta
directamente relacionada con una menor contami-
nacion del eyaculado.

e Un lavado externo del prepucio antes de la extrac-
cién es una practica contraindicada en la higieniza-
cion del reproductor; de cualquier forma, es nece-
saria para disminuir el nimero de colonias bacte-
rianas en la dosis de inseminacion.
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