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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la Radiacion Ultravioleta de
Onda Corta (UV-C) como medio esterilizador de Plasma Seminal Porcino y su
comportamiento sobre la calidad espermatica. Donde se emple6 un disefio de Bloques
al azar conformados por 4 verracos de los que se obtuvo 4 eyaculados por cada uno
divididos en 5 alicuotas para los tratamientos planteados dando un total de 80
unidades experimentales. Los tratamientos fueron: A.- sin exposicion; B.- 5 minutos
de exposicion; C.- 10 minutos de exposicion; D.- 15 minutos de exposicion, y E.- 20
minutos de exposicion. Se empled una camara de esterilizacion de radiacion UV-C de
254nm, 12W. Se evalu6 concentraciéon de UFC/ml, motilidad individual progresiva,
vitalidad, anormalidades e integridad de la membrana espermatica. La reduccion
bacteriana significativa se obtuvo a partir de los 15 minutos de exposicion a la
radiacion ultravioleta tipo C obteniéndose 93,8% de muestras esterilizadas. Los
parametros de vitalidad espermatica, anormalidades e integridad de la membrana no
mostraron diferencias significativas entre los tratamientos (P>0,05) mientras que la
motilidad espermatica progresiva fue diferente (p<0,05) siendo menor en el semen
reconstituido con plasma seminal con mayor exposicion a la radiacion UV-C. Se
concluye que la radiacion UV-C reduce la carga bacteriana significativamente a

medida que aumenta el tiempo de exposicion a la radiacion UV-C.

Palabras claves: Cerdo, Plasma Seminal, Radiacion Ultravioleta, Bacteria.
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ABSTRACT

The objective of the present work was to evaluate the effect of Ultraviolet Short Wave
Radiation (UV-C) as a Porcine Seminal Plasma sterilizer and its behavior on sperm
quality. Where a random Blocks design was used, consisting of 4 boars from which 4
ejaculated each were divided into 5 aliquots for the raised treatments giving a total of
80 experimental units. The treatments were: A.- no exposure; B.- 5 minutes of
exposure; C.- 10 minutes of exposure; D.- 15 minutes of exposure, and E.- 20 minutes
of exposure. A 254nm, 12W UV-C radiation sterilization chamber was used.
Concentration of CFU / ml, progressive individual motility, vitality, abnormalities and
sperm membrane integrity were evaluated. Significant bacterial reduction was
obtained from 15 minutes of exposure to ultraviolet radiation type C obtaining 93.8%
of sterilized samples. The parameters of sperm vitality, abnormalities and membrane
integrity did not show significant differences between treatments (P> 0.05), whereas
progressive sperm motility was different (p <0.05), being lower in semen reconstituted
with semen plasma With greater exposure to UV-C radiation. It is concluded that UV-

C radiation reduces bacterial load significantly as the exposure time to UV-C increases.

Key words: Pig, Seminal Plasma, Ultraviolet Radiation, Bacterium.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

ADN
ARN
DCA
HOST
LPS
MIP
NM
PS
R-UV
RV-C
UFC
UFC/ml
pl

uv

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Disefio Completo al Azar
Hipoosmotico

Lipopolisacaridos

Motilidad Individual Progresiva
Nanometros

Plasma Seminal

Radiacion Ultravioleta

Radiacién Ultravioleta de Onda Corta
Unidades Formadoras de Colonias
Unidades Formadoras de Colonias por centimetro cubico
Microlitros

Ultravioleta
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La recoleccion y procesamiento de semen de cerdo utilizado para programas de
mejora genética en inseminacion Atrtificial (1A) en fresco y congelado es afectado por
la contaminacién bacteriana que se origina durante la colecta y/o en el laboratorio
(Althouse, 2008). Las bacterias comunmente encontradas en el semen porcino son:
Echerichia coli, Staphylococcus aureos, Psuedomonas, Proteus vulgaris,
Streptococcus spp, Psedomonas aeruginosa, Enterobacter, y Klebsiella (Yuraima,
2007; Maroto et al,2010). Evidencidndose que estas bacterias podian provenir del
personal que colecta el semen como también se encontré que son nativas del medio
ambiente (Okazaki et al., 2012) (Conza et al., 2004) (Kuster et al., 2016).

Las consecuencias de la contaminacion bacteriana que afectan al semen porcino
estan relacionadas con efectos deletéreos sobre calidad espermética alterando la
estructura de la membrana, afectando su motilidad (Althouse et al., 2008;
Martin,2010), aglutinacion de esperma, disminucion de la viabilidad, reduciendo las
tasas de fertilidad, asi como acorta la vida til de las dosis seminales en el macho; vy,
en la hembra causa infecciones uterinas, retorno al celo, ademas estan relacionadas
con muerte embrionaria, baja fecundacién y disminucion del tamafio de la camada
(Acosta et al., 2011; Maroto et al., 2010; Graham et al., 1971; Johnson et al., 2000;
Martinez, 1984).

Como medida inhibitoria del desarrollo microbiano se realiza la inclusion de
antibioticos a los medios de conservacion del semen (Cérdova, 2015), Breciana et al.,
(2014) muestra que el semen porcino colectado por la técnica de mano enguantada,
el 62,5 % de las muestras y 79% de dosis preparadas se encontraban contaminadas,
ademas su investigacion demostré que la contaminacion bacteriana fue del 63% de
las muestras que contenian en el diluyente amikacina y gentamicina y que ademas

generaron resistencia a estos antibidticos.

Los antibioticos comunmente empleados en los medios de congelacion espermatica
son penicilinas, estreptomicina, amikacina, y gentamicina, estos actuan contra las
bacterias que podrian estar presentes en el semen manteniendo el desarrollo de los

microorganismos al minimo por la bacteridlisis causada (Rodriguez, 2014). La

14
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bacteridlisis causada por los antibioticos hace que los Lipopolisacaridos (LPS),
presentes en la pared celular de las bacterias sean liberados actuando como
endotoxinas para los espermatozoides al estimular los receptores de contacto (TLR)
induciendo la apoptosis y anormalidad de la membrana espermética, reduciendo de
esta manera la motilidad y la habilidad de congelacion de los espermatozoides
(Okazaki et al., 2012), proceso que es favorecido por el periodo de almacenamiento
que tienen las dosis seminales (17°C) ya que promueven un estado de incubacion de
las bacterias resistentes (Acosta, 2013).

Se han hecho grandes esfuerzos para descubrir los efectos biolégicos del plasma
seminal (PS) sobre la funcién espermatica y criotolerancia de los espermatozoides
porcinos y la adicion de PS antes o después de la criopreservacion mostrando
resultados variables, probablemente debido a las diferencias en la composicion del
plasma seminal con respecto a las proteinas presentes en el mismo ya sea
relacionadas con la individualidad animal, alimentacion e incluso entre eyaculados de
un mismo individuo (Vilagran et al., 2014) (Barranco et al., 2015). Adicionado a los
diluyentes para la conservacion del semen brindé6 mejoras significativas en la
viabilidad y movilidad espermatica, prolongando la vida util de los espermatozoides

con la consiguiente mejora en la fecundidad de la cerda (Dominguez et al. 2015).

Con el propésito de reducir o eliminar la presencia de bacterias en el plasma seminal
porcino se planted este trabajo investigativo enfocado en el empleo de la radiacion
ultravioleta de onda corta (UV-C) como medio de esterilizacion en el PS. Este sistema
es ampliamente empleado para la purificacion del agua de bebida y en la industria
alimenticia para el tratamiento de jugos de frutas, leche de coco y néctares,
demostrandose que la radiacion UV-C no altera las caracteristicas organolépticas de
los diferentes productos de consumo (Cruz et al., 2014) (Vasquez et al., 2011) (Oviedo
et al., 2013). Y ademas esta siendo utilizada en la desinfeccion tanto del equipo como
del agua de preparacion de diluyentes seminales segun la empresa Minitube que

publica en el afio 2014.

La luz ultravioleta constituye una parte del espectro electromagnético, con longitudes
de onda entre 100 y 400 nanometros (nm), siendo las longitudes de 200 a 280nm
(254nm) las consideradas germicidas (Vasquez et al., 2011). El blanco principal de la

15
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luz UV-C es el material genético de los microbios (bacterias, hongos, virus, algas,
protozoarios) cuya accion biologica esta enfocada en una reaccion fotoquimica
irreversible sobre el ADN del microrganismo alterando los procesos de replicacion
celular inactivando la reproduccion bacteriana. En los sistemas actuales de
esterilizacion por radiacion UV-C, la efectividad esta sujeta a tiempo y distancia de
exposicion, asi como a la concentracion microbiolégica del medio a esterilizar; en el
caso de los liquidos, se ha obtenido resultados favorables con una penetracion de luz
de 5mm pero la turbidez afecta negativamente la eficiencia de la radiacion UV-C
(Oviedo et al., 2013) (Jones et al., 2013). Este método de esterilizacion no genera
impactos negativos en el medio ambiente puesto que no usa sustancias quimicas para
alcanzar su objetivo, ademas no deja residuos quimicos ni modifica las caracteristicas

de los productos (Vasquez, et al. 2011)

La pregunta que nos planteamos en esta investigacion es saber cual de los tiempos
entre 5, 10, 15, y 20 minutos expuestos a radiacion de UV-C (254nm) a 20 cm de
distancia de la ldAmpara y un espesor de la muestra de 5mm generaria una mayor
afeccion contra las bacterias contaminantes del plasma seminal porcino y de esta
manera proponer una nueva herramienta bactericida que nos ayudara a combatir esta

problematica reproductiva del ganado porcino.

1.1.- Objetivos:

1.1.1.- Objetivo General.

» Evaluar la eficacia de cuatro tiempos de exposicion con rayos UV-C al plasma

seminal como accién antiséptica y su comportamiento en calidad seminal.

1.1.2.- Objetivos especificos.

= Determinar el tiempo 6ptimo de exposicidén para la maxima esterilizacion por
radiacion UV-C del plasma seminal porcino.
= Evaluar calidad espermatica de verracos posterior a la reconstitucion con

plasma seminal expuesto a rayos UV.

16
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CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.- El Semen porcino.

En cerdos la primera eyaculacion puede ocurrir al iniciar la pubertad comprendida
entre los 5 y 6 meses de edad y alcanza su madurez al afio de edad. El eyaculado
del verraco consta de tres fracciones: a) pre-espermatica, compuesta principalmente
por plasma seminal, es de color transparente, liquida, de escaso volumen y suele tener
una carga altamente contaminante (Kubus, 2010), b) espermética, de aspecto
lechoso, contiene una elevada concentracion de espermatozoides; y c) fraccion post-
espermatica de color blanquecino-transparente por su gran contenido de plasma
seminal, aqui se encuentran los corpusculos gelatinosos originados en las glandulas
de Cowper, su funcion es evitar el reflujo del eyaculado al sellar el cérvix (De mercado,
2011).

2.1.1.- La Coleccion del Semen

La colecta de semen se realiza mediante 2 métodos: Vagina artificial y la mano
enguantada (Campos, 2015). En la actualidad la técnica de mayor difusion es la mano
enguantada. Para lo cual el verraco es debidamente entrenado, se la realiza en una
sala con un potro fijo, con condiciones sanitaras y de seguridad adecuadas tanto para
el animal como para el operador (Kubus, 2010). El material que este en contacto con
el liquido seminal debe estar limpio y esterilizado y a una temperatura de 37°C, una
vez obtenido el semen se debe llevar al laboratorio para su respectivo andlisis
(Campos, 2015).

La primera fraccion del eyaculado debe ser descartada, debido a que este liquido no
contiene esperma pero puede contener residuos uretrales/orina) y una alta cantidad

de bacterias, solo se colecta la fraccion rica en espermatozoides (Bonet et al., 2013).

La eyaculacion puede durar de 5 a 7 minutos y el volumen del eyaculado suele ser
superior a 300ml, dependiendo de factores como: edad, tamafo, técnica de colecta y

la frecuencia con la que es recogido la muestra (Althouse et al., 2001).

17
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Después de la recoleccion, el filtro con gel debe ser descartado (Bonet et al., 2013),
por otro lado Leon (2006) manifiesta que la recoleccion se completa en 5 — 10 minutos
con una media de 8 minutos y que una recoleccion de 6 minutos da aproximadamente
300ml de esperma, conteniendo 95 x 10° /ml de espermatozoides, la cifra media de
concentracion del eyaculado completo del verraco es de 300.000 espermatozoides
por mly que una dosis seminal de semen diluido comprende entre 3000 y 7000 *10°

de espermatozoides / dosis de 100ml.

2.1.2.- Valoracién seminal

En la valoracion seminal del cerdo nombraremos aspectos como: El volumen, que
puede ir desde 200—-300ml (Sancho & Vilagran, 2013), puede variar dependiendo de
las caracteristicas individuales del verraco, tales como raza, edad, capacidad
reproductiva y condiciones ambientales (Sancho & Vilagran, 2013), se puede
determinar directamente desde el tubo colector de semen en ml (Aguero, 2012). El
Color es normal cuando poseen un aspecto blanco cremoso, considerandose los
colores rojizos o amarillentos como anormales que a su vez indican contaminacién de
la muestra durante la eyaculacion (Cérdova et al., 2015). La Motilidad se expresa
como el porcentaje (%) de células moviles bajo un campo microscoépico, para ello, se
coloca una pequefa gota de semen sobre el porta objetos previamente temperada a
(37 °C) superpuesta con un cubreobjetos, se mira bajo un microscopio, en al menos
4 campos diferentes con un lente de 40X aumentos; Estas lecturas se promedian
entonces 0 a 100% (Althouse et al., 2001), el espermatozoide con motilidad progresiva
individual es aquel que se mueve de un punto a otro en una linea mas o menos recta
(Morillo y col.,, 2012). La Concentracion se realiza mediante el método de
hemocitometro, utilizando la cAmara de Neubauer (para conteo de glébulos rojos), el
conteo de los espermatozoides se realiza de los cinco cuadrantes al azar y se saca
un promedio, este se multiplica por 107 para obtener una concentracién por cm?
(Galarza, 2013). Y la evaluacion de la morfologia espermatica es una herramienta
eficaz para estimar la funcién del epitelio seminifero y la maduracion epididimal, esta
evaluacion se la puede realizar con un microscopio de contraste de fase el cual
proporciona una mejor resolucién sin necesidad de realizar la tincién de las muestras
(Sancho & Vilagran, 2013).

18
Wilmer Wilfrido Ordoéinez Arias



UNIVERSIDAD DE CUENCA !

2.2.- Plasma Seminal Porcino.

El plasma seminal es un fluido que contiene a los espermatozoides y las secreciones
provenientes del epididimo y principalmente de las glandulas sexuales accesorias

durante la eyaculacion (Vilela, 2014).

2.2.1.- Caracteristicas y Composicion.

El plasma seminal tiene un pH que varia entre 7,3 y 7,9 y estd compuesto por agua
en un 94- 98% (Bonet, Garcia & Sepulveda, 2013), iones, azucares, acidos organicos,
hormonas, aminoacidos y proteinas (Vilela, 2014). La composicién del plasma seminal
varia entre especies y entre individuos (Maxwell et al., 2007) inclusive entre
eyaculados de un mismo individuo debido probablemente a patologias, época del afio,

estado fisiolégico del animal o alimentacion (Hernandez, 2013).

Las proteinas son las que destacan por su cantidad e importancia, éstas se pueden
clasificar en tres grupos: Proteinas ricas en cisteina (CRISP), Proteinas que contienen
fibronectina tipo Il (Fn-2), y espermadhesinas (Rodriguez-Martinez et al., 2011).

Otro compuesto del plasma seminal son los prostasomas que son relacionados con
procesos de estabilizacion de membranas, que previenen la capacitacion y la reacciéon
agrondmica espontanea (Hernandez, 2011). También se destacan enzimas como y-
glutamil-transferasa (GGT) y fosfatasa alcalina (ALP) los cuales tienen influencia en
la calidad seminal y en la funcién de la membrana ademas de participar en diferentes
procesos metabdlicos durante la maduracion espermatica. También existen iones
como el Zinc (Zn) y el Selenio (Se) que estan implicados en la funcionalidad
espermatica por poseer propiedades antioxidantes (L6pez et al., 2013).

2.2.2.- Propiedades.

Las funciones que cumple el plasma seminal es la proteger y nutrir a los
espermatozoides durante la eyaculacion (Mann y Lutwak-Mann, 1981), ademas regula
la capacitacion espermatica y la actividad del sistema inmune del tracto genital de la
cerda (Orzofek et al., 2015), interviene en el transporte espermatico en el tracto genital
femenino y la capacidad fecundante (Vilela, 2014) es una rica fuente de nutrientes,

sales tamponantes, péptidos, (glico) proteinas y hormonas (Rodriguez et al., 2011,
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Lépez et al. 2013). Algunas de estas sustancias (es decir, prostaglandinas,
estrogenos, etc.) pueden inducir las contracciones uterinas y promover el transporte
de esperma, mientras que otros (glicoproteinas, citoquinas / quimiocinas, RNAS)
Puede influir en la supervivencia de los espermatozoides, la ovulacion femenina, el

sistema inmunologico femenino y la fertilidad resultante (Rodriguez et al., 2011).

Hoy en dia es muy comun el uso del plasma seminal o algunos de sus componentes
(proteinas) por sus propiedades nutritivas, protectoras, reguladoras y capacitadoras
que confieren a los espermatozoides (Caballero et al.,, 2004; Barrios et al., 2005;
Hernandez et al., 2007; Maxwell et al., 2007) Hernandez et al., (2007); Pech et al.,
(2011) mencionan que el plasma seminal aumenta el porcentaje de viabilidad,
motilidad, e integridad de la membrana del acrosoma y del ADN de los
espermatozoides del semen de verraco ya que ejerce un efecto protector sobre ellos
durante el proceso de criopreservacion., lo cual coincide con un estudio realizado por
Dominguez (2015) quien utiliz6 plasma seminal en diferentes concentraciones
logrando determinar un aumento significativo de la viabilidad y movilidad esperméatica

en comparacién a los otras concentraciones.

La utilizacion de semen refrigerado (15-20°C) bordea el 99% de las inseminaciones
artificiales realizadas en el mundo, quedando relegada la utilizacion de semen
congelado/descongelado, bien a labores de investigacion, o bien a la incorporacion de
nuevo material genético de alto valor a nudcleos de seleccién, por lo que en la
produccién comercial porcina no se estan aprovechando las grandes ventajas que la
criopreservacion seminal puede aportar, como el mayor control sanitario de las dosis

o la gran disponibilidad espacio/temporal del material seminal.

La criopreservacion de los espermatozoides produce diferentes dafios en la célula
espermatica como consecuencia del choque frio, el estrés osmético y la formacion de
cristales de hielo intracelular durante la congelacion y posterior descongelacion.
Diversos protocolos de criopreservacion incluyen la adicion de ciertos aditivos a los
diluyentes de congelacién espermatica entre los que se puede incluir el plasma
seminal y sus proteinas como posibles estabilizadores de las membranas plasmaticas

de los espermatozoides con la finalidad de aumentar su resistencia inhibiendo los
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cambios estructurales y fisiolégicos que se producen al momento de ser

criopreservados (Hernandez, 2011; De mercado, 2011).

La inseminacién con semen criopreservado tiene un rendimiento reproductivo inferior
al obtenido con semen refrigerado, dos o tres lechones menos en la camada, ya que
presentan una mayor susceptibilidad a la criopreservacién que la mayoria de las
especies domésticas. Se cree que el dafio sufrido por el proceso de criopreservacion
podria inducir un efecto en los espermatozoides similar a la capacitacion o al
envejecimiento prematuro, asociado a un incremento de la fragmentacion del ADN,
En una investigacion realizada se utilizé distintas concentraciones de PS 0, 10 y 50%
en diferentes tiempos de incubacion (0, 1, 2, 3, y 4) horas, encontrandose resultados
significativos en semen de cerdo incubados con esta cantidad sobre la integridad de

la membrana plasmatica y fecundidad de la cerda (Dominguez, 2015).

Se ha podido encontrar que para la criopreservacion se descarta el plasma seminal
por medio de la centrifugacion por lo que los espermatozoides pierden la proteccion
antioxidante que ejerce el plasma seminal debido a que la composicién de la
membrana plasmatica constituye una alta proporcion de acidos grasos polinsaturados
(70%) que son susceptibles a la peroxidacion lipidica en presencia de ERO (Especies
reactivas al oxigeno) ocasionando una disminucién de oxigeno lo que afecta la

supervivencia y la capacidad fecundante de los espermatozoides (Hernandez, 2013).

En un estudio realizado por Le6n (2006), encontro que adicionando el 20% de plasma
autdlogo hubo diferencias significativas de viabilidad espermatica de 56% en semen

sin plasma frente a 76% del semen con plasma.

2.3.- Bacteriosis Seminal Porcina.

El grado de contaminante de microorganismos es un parametro importante a
considerar al momento de utilizar semen para inseminacion artificial 0 monta directa
(Maroto et al., 2010).

En la contaminacién bacteriana del semen de verraco las principales fuentes de

contaminacion son: de origen animal, medio ambiente y el hombre. La primera fuente
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incluye liquidos prepuciales (Althouse y Lu, 2005), y del aparato génito-urinario
(Conza et al., 2004) debido a que los genitales externos transportan diferentes
microorganismos, aunque la mayoria de ellos forman parte de la flora normal, existen
bacterias oportunistas (Acosta, 2010), también pueden proceder de heces,
secreciones respiratorias, piel y cabello. La segunda fuente encierra agua
contaminada, recoleccion, procesamiento y almacenamiento (Althouse 2008; Bonet et
al., 2013), en condiciones higiénicas deficientes y contaminacion humana (Althouse y
Lu, 2005).

2.3.1.- Bacterias contaminantes del Plasma.

Las bacterias comunmente relacionadas con el plasma seminal del cerdo las podemos

describir en el cuadro 1.

Cuadro 1.- Bacterias encontradas en los eyaculados.

Encontradas
frecuentemente en el
semen

Fuente:

Consecuencia

Staphylococcus aureus

Tracto reproductor

Lesiones en el tracto; sangre en el eyaculado;

del macho; infertilidad del semental
infeccion
Leptospiras Ambiente No causa infertilidad a menos que el nimero de

bacterias sea excesivo

Escherichia coli

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

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

Eubacterium suis

Prepucio

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

Klebsiella spp, Citrobacter spp, Micrococcus spp, son otras bacterias encontradas cominmente en los

eyaculados.

Streptococcus spp Tracto reproductor, localizado en testiculos; Problemas de fertilidad

se ha aislado de préstata

asociados a su efecto en la
produccion de espermas y/ o a
la infeccién del tracto reproductor
femenino.
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Proteus vulgaris Ambiente No causa infertilidad a menos
qgue el nimero de bacterias sea
excesivo

Brucellosis Infeccion del semental; localizado en los Orquitis; semen contaminado;

testiculos. infertilidad del semental
degeneracion testicular.

Erysipelothrix Tracto reproductor Puede causar inflamacion vy

rhusiopathiae degeneracién testicular

Mycoplasma Tracto reproductor Afecta la calidad seminal

hyosynoviae

Serratia spp Serratia marcescens - contaminacion ph acido, aglutinacion de células
ambiental. Patogénica en animales, causa espermaticas, baja motilidad

mastitis en bovinos. En un estudio se masal, dafio acrosomal.
encontro contaminando diluyente en polvo. Es
resistente a la gentamicina.

Corynebacterium Tracto reproductor; se ha aislado de
spp glandulas vesiculares
Enterobacter spp Enterobacter cloacae - contaminacion ph 4cido, aglutinacion de células

ambiental. En un estudio se encontr6 espermaticas, baja motilidad

contaminando el equipo desechable (re- masal, dafio acrosomal.
utiizado) de dosificacion. Es patégeno
oportunista. Resistente a la gentamicina

Acinetobacter spp. Se encuentra en animales y en el ambiente. Aglutinacién de eyaculados
Resistente a la gentamicina
Alcaligeners spp Tracto intestinal de vertebrados. Es Aglutinacion de eyaculados

oportunista. Resistente a gentamicina
Alcaligenes faecalis — aislado de prepucio

Fuente: (Acosta el al., 2010)

2.3.2.- Cantidades de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/ml| para generar

una afeccion reproductiva

Muchos investigadores han comprobado que la contaminacién bacteriana del
eyaculado porcino es inevitable y que el nUmero de bacterias en el eyaculado puede
variar de menos de 1.000 UFC/ml a mas de 100.000 UFC/ml (Althouse y Lu 2005).
Sin embargo Acosta et al., (2010) considera una flora bacteriana anormal a partir de
las 10 UFC/ml o cuando una bacteria especifica logra sobrevivir en el semen,
observandose un aumento de la frecuencia de retornos a celo. En otra investigacion
realizada por Maroto et al. (2010) mostraron que el tamafio de la camada se redujo al
contaminarse el semen con Escherichia coli evidenciando un valor por encima de 3.5
x 10% UFC/ml, en otra investigacion con la inoculacién de E. coli al semen de cerdo

luego de la IA de 5 x 102 UFC/ml encontraron que la motilidad espermatica disminuyo

23
Wilmer Wilfrido Ordoéinez Arias



3113 0N

UNIVERSIDAD DE CUENCA a
!i*“
(=]

significativamente a partir del dia 3 como también afecto el nimero de lechones al
nacer (Jin Sa, 2014)

2.3.3.- Efectos Negativos de la contaminacion seminal porcina

La presencia de altas cargas microbianas esta relacionada con la pérdida de motilidad
espermatica, reduccion de la fecundacion y muerte embrionaria (Martinez et al.,
1984).

La presencia de microorganismos en el semen causan un efecto letal sobre la funcion
del esperma, ya sea afectando directamente la estructura espermatica, afectando la
motilidad o provocando una reaccién prematura del acrosoma o indirectamente al
estimular la produccién de anticuerpos que puede ser dirigida contra el glicocalix de
la esperma complejo (Althouse y Lu, 2005).

- Efectos sobre los Espermatozoides

La presencia de bacterias en el plasma seminal incrementa el riesgo de infertilidad,
una disminucién de la motilidad espermatica (Fujita, 2011; Mirjyn, 1999), aglutinacion
por su adherencia a las membranas de los espermatozoides (Bonet et al.,
2013).También puede afectar la membrana celular de los espermatozoides
provocando fendmenos de aglutinacion, reduccion en el tiempo de conservacion
(Acosta et al., 2011).

La Escherichia coli produce un efecto directo espermicida debido a la produccion de
toxinas (Acosta el al., 2010) Esto fue demostrado por un estudio realizado en el cual
se analizaron concentraciones de Escherichia coli enterotoxigénica y cepas de
verotoxigénica en el semen de verraco, encontrandose una alta prevalencia de ambas

bacterias en las granjas (Thomson 2001).

Sanchez (1994) recomienda que para disminuir la contaminacion se colecte
solamente la fraccion rica del eyaculado del verraco. Los leucocitos aumentan en una
infeccion bacteriana produciendo una disminucién de la motilidad espermatica (Fujita,
2011).

- Efectos sobre el aparato reproductor Femenino
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La presencia de bacterias ocasiona efectos negativos en los espermatozoides
alterando el plasma seminal, constituyendo una fuente de contaminacion para el tracto
genital de la hembra (Mirjyn, 1999), lo que provoca muerte fetal y endometritis (Bonet
et al., 2013), reduccion de la fecundaciéon (Conza et al., 2004) (Sepulveda et al., 2014),
estros repetitivos y descargas vaginales luego de la inseminacion (Acosta et al., 2011).
El utero de la cerda es resistente a las bacterias, pero en el momento del estro se
vuelve susceptible a la endometritis por el aumento de la progesterona que se da en
la fase luteal (Kuster, 2015).

2.4.- Uso de Antibioticos en Diluyentes y sus complicaciones

La adicién de antibidticos a los extensores de semen para controlar el crecimiento de
microrganismos en el semen esta estipulada por directrices internacionales (Morrell &
Wallgren, 2014). Por lo que como medida alternativa se utiliza antibioticos de amplio
espectro en el diluyente siendo los antibiéticos mas comunes amikacina, gentamicina,

neomicina, amoxicilina, penicilina (Bonet et al., 2013).

El uso de antibidticos esta relacionado con el desarrollo de resistencia bacteriana, lo
cual es un problema en animales y humanos (Namula et al., 2013) coincidiendo con
Bonet et al., (2013) quien indica que los antimicrobianos deben estar presentes en una
concentracion que proporcione suficiente producto activo facilmente disponible ya que
deben ser capaces de permear las bacterias en cierto grado, y deben ocupar también
un namero suficiente de sitios activos del microorganismo, y durante un tiempo
suficiente para asegurar su efecto perjudicial. Si hay interferencias en este proceso

esto conduce a la aparicidén de resistencia antimicrobiana.

2.5.- Radiacién Ultravioleta (R-UV) como antibacteriano del Plasma Seminal
porcino.

La R-UV es una radiacion no ionizante, que actda a una longitud de onda entre 100 a
400 nm (Vasquez et al., 2010). La luz UV se caracteriza o se clasifica como germicida,
es decir, puede inactivar microorganismos como bacterias, virus y protozoos. Esta
capacidad ha permitido la adopcion generalizada de la luz UV como una forma
respetuosa con el medio ambiente, ya que no participan sustancias quimicas y es

eficaz frente a microorganismos perjudiciales (Ecured, 2007).
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2.5.1.- Tipo de Radiacion.

La luz UV se clasifica en tres tipos: UV de onda larga UV — A que va entre 315-400nm
(longitud de onda) se emplea comercialmente para el bronceado de la piel y el
tratamiento de la psoriasis, UV de onda media UV-B entre 280-315nm se usa en el
tratamiento de Goeckerman para la psoriasis y parece ser efectiva en el tratamiento
del prurito urémico y UV de onda corta UV— C entre 200 a 280nm; es la porcibn mas
energética del espectro, es la mas reconocida por su accion germicida a 254 nm, valor
gue se ha reportado como el éptimo para efectos bactericidas (Oviedo, et al. 2013;

Dominguez, 2011).

2.5.2.- Mecanismo de accion.

A diferencia de los antibioticos convencionales la exposicidon a radiacion UV-C que
penetra es fuertemente absorbido por los &cidos nucleicos (ADN) de un
microorganismo causando el rompimiento de los enlaces (Pietrobon, 2002),
provocando la formacion de uniones covalentes formando dimeros de pirimidina
(Allende, 2003) lo que produce distorsiones en la forma del ADN e interfiere en el
apareamiento normal de las bases. El resultado final es la inhibicién de la sintesis de
ADN, del crecimiento y la reproduccién microbiana (Vignoli, 2006) y por consiguiente
su muerte (Pietrobon, 2002). Por lo tanto, cuando estos microorganismos se exponen a la
radiacion UV de 254 nm, ésta atraviesa la pared celular, llega hasta el nucleo, y si encuentra
una region del ADN con dos timinas adyacentes, una de las bases absorbe un foton (energia
UV) y se forma un dimero de alta energia. Estos dimeros impiden la replicacion correcta del
ADN, de forma que este método de desinfeccion se basa en la formacidn de suficientes parejas

de dimeros para impedir la reproduccion celular (Lépez - Diaz, 2012).

La alta capacidad del ADN de absorber la radiacion UV-C se debe a las bases nitrogenadas,
tanto las purinas como las pirimidinas, siendo estas Gltimas las mas sensibles, especialmente la
timina. La timina es la Gnica base que tras la exposicion a la radiacién UV-C sufre una reaccién
fotoquimica formando fuertes enlaces covalentes entre ellas (dimeros de timina) que alteran
gravemente el material genético. Cuando las moléculas de timina son dimerizados, se hace muy
dificil a los &cidos nucleicos para replicarse y si la replicacion se produce a menudo produce un

defecto que impide que el microorganismo sea viable. (Dai et al., 2012)
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Grafico 1.- Tratamiento con UV-C Modifica el ADN bacterial

Fuente: (Lopez- Diaz, 2012)

2.5.3.- Usos de la Radiacion Ultravioleta de Onda Corta (UV-C)

Aungue la R-UV como antiséptico del semen porcino es desconocida, sin embargo
existen numerosas evidencias que muestran con mucho éxito su uso antibacterial

relacionados con productos alimenticios.
En Productos Alimenticios

¢ En la esterilizacion de liquidos (agua, jugos, néctares) mediante el empleo de
radiacion UV-C se ha podido eliminar el 99,9% con una penetracion de
radiacion de 5mm, disminuyendo su efectividad al aumentar la turbidez (Jones,
et al. 2013). Como también aumentar la vida util conservando su calidad
sensorial (L6pez, 2012).

e Enelempaquetado, transporte y conservacion de productos alimenticios (frutas
y hortalizas) con la finalidad de prolongar su vida comercial.
(Allende, 2003; Lenntech, 2016).

e Se ha empleado especialmente como una alternativa para el tratamiento de
aguas (Pietrobon, 2002) destruyendo mas del 99.9% de bacterias, virus y

gérmenes patdégenos (EcuRed, 2010).
En el agua del Diluyente de conservacion seminal porcina

Dado que el 95% del diluidor de semen consta de agua, la calidad del agua utilizada
puede tener consecuencias significativas, las principales causas de contaminacion del
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agua utilizada en el diluyente por preparacion inadecuada del agua y el
almacenamiento y también recontaminacion después de que el extensor haya sido
preparado y esté listo para usar. La radiacion UV permite la desinfeccion de la cuba
vacia o llena de agua (Hy Vat) antes de la produccion y desinfecta continuamente
durante la produccion; Los gérmenes presentes en las superficies de la cuba, en la
tapa y en el agua para la preparacion del diluyente pueden destruirse eficazmente
para evitar la contaminacion de los extensores el semen de jabali y del propio semen
de cerdo diluido (Minitube, 2014; Riesenbeck, 2015).

2.5.4.- Ventajas de la luz ultravioleta

El uso de luz ultravioleta poseen varias ventajas ya que no genera subproductos
dafiinos para la salud (Pietrobon, 2002), no alteran el olor, sabor, pH, conductividad,
quimica (Lenntech, 2016), el tratamiento no produce residuos quimicos ni radiacion,
no produce alteraciones organolépticas en la mayor parte de los alimentos
(Dominguez, 2009), ademas no representa riesgos para el operador y su
mantenimiento es simple y facil pues no afecta la ecologia debido a que no requieren
el almacenamiento de sustancias quimicas peligrosas, esta técnica no es cotosa,
desinfecta diversas superficies y sobretodo es eficaz para la inactivacion de varios

microorganismos (Dominguez, 2011)

2.5.5.- Desventajas de la luz ultravioleta

e La capacidad de penetracion es minima, en organismos protegidos por
particulas, polvo o cubiertas, siendo Unicamente eficaz en superficies o en
agua y otros liquidos claros, puede afectar negativamente porque causa la
degradacion de antioxidantes (Lopez, 2012).

e La luz UV-C es ineficaz en superficies ocultas, poros u orificios donde
puedan encontrarse las bacterias (Vasquez et al., 2010).

e Los microorganismos pueden reparar los efectos destructivos de la
radiacion UV mediante un “mecanismo de reparacion” también conocido

como foto reactivacién (Dominguez, 2009).
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e Al trabajar con UV-C se deberia considerar los riesgos que representan para la
salud humana ya que existen evidencias contundentes de problemas cutdneos
y oculares a los que se les atribuye a las lamparas utilizadas en los quir6fanos

ortopédicos con fines terapéuticos (Memarzadeh, 2010).

2.6.- Agar Sangre como cultivo bacteriologico

Es un medio de cultivo de alto valor nutritivo que permite el desarrollo de todo tipo de
bacterias, esta constituida por musculo de corazon, peptona, cloruro de sodio para
mantener un balance osmético y sangre en un 5-10% como de cordero, humana,
caballo y de conejo. Una muestra se siembra directamente sobre la superficie por
inoculo diluido en estrias zig-zag o bien sea por hisopado y posterior dilucion en

siembra en abanico. Se incuba por 24 hrs. a 37°C para su lectura (Galindo, 2010).

[

Grafico 2.- Cultivo bacteriano en Agar Sangre (Galindo, 2010).
CAPITULO lIl: MATERIALES Y METODOS

3.1.- Materiales

3.1.1.- Fisicos

- Vasos de poliuretano capacidad 250 ml
- Bolsas de polietileno

- Cajatérmica

- Frascos estériles de 100ml

- Papel toalla absorbente
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Guantes de polivinilo no empolvados
Jeringuillas estériles de 3ml

Termo para colecta de 500ml|

Termo para traslado del semen
Termometro

Maniqui metélico

Cémara Fotografica

3.1.2.- De Laboratorio

Bafio Maria (Memert® 10Lts.)
Cabina de flujo Laminar BBS.H1300
Estufa (Memert®)

Centrifuga PCL 05

Microscopio Cx31RBSFA

Platina térmica 120 55 /0010

Equipo de esterilizacion UV-C Modelo (D-395)

Porta y cubreobjetos

Cajas Petri

Pipetas de 5, 10, 20, 200, 1000 microlitros (pl)

3.1.3.- Biolégicos

16 eyaculados completos.

3.1.4.- Quimicos

Tincién supravital de eosina-nigrosina.

Soluciéon hipoosmatica de citrato de sodio y fructosa.

Alcohol 70° GL.

3.2.- Métodos

3.2.1.- Ubicacion de la investigacion

Esta investigacion fue realizada dentro la provincia del Azuay. Los cerdos fueron

trasladados para su manejo y extraccion del Semen a la “Granja porcina Gullancay”
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perteneciente al Cantén Guachapala. Para el procesamiento del Plasma Seminal, El
empleo de Radiacion Ultravioleta y Reconstitucion seminal el equipo de Radiacion
UV-C se coloco en el Laboratorio de Biotecnologia de Reproduccion en la granja Irquis
de la Universidad de Cuenca, que esta ubicada en el km 23 de la via a Giron — Pasaje.
Y el cultivo Bacterioldgico lo realizé el Laboratorio “Biomicrolab” ubicado en la Ciudad

de Cuenca (Calle Cantén Paute y Av. de las Américas).
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Grafico 3.- Granja Experimental Irquis — Universidad de Cuenca Fuente: Google Hearth

Cuadro 2.- Caracteristicas de la ubicacion.

Lugar Temperatura Longitud X Latitud Y Altitud Z
Granja “Gullancay” 17-20 °C 75° 38'00" 96°95'30" 2230 msnm
Lab. “Irquis” 12-15°C 79° 03’ 42” 3° 03’ 36” 2663 msnm

Fuente: Universidad de Cuenca; GAD Guachapala.
3.2.2.- Animales

En esta Investigacion se utilizaron los eyaculados de 4 cerdos entrenados,
sexualmente maduros de lineas sintéticas especializadas en produccion de carne, con
condicion corporal de 2,5 a 3 en escala de 1-5, en condicién de salud aparentemente
sanos, de 1 a 3 afios de edad, con un correcto desarrollo y simetria testicular, libre de
pardsitos, probados reproductivamente y alimentados a base de concentrado (2,5
Kg)/dia/animal mas forraje y agua ad libitum.

3.2.3.- Descripcion de las unidades de analisis
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Las muestras seminales incluidas en el estudio para la obtencién del plasma seminal
se caracterizaban por presentar una coloracion blanquecina cremosa, volumen de
80ml, olor suigéneris, concentracion espermatica mayor de 300x108/ml. motilidad

individual mayor a 90%.

3.2.4.- Recoleccion

La recoleccion se realizé utilizando la técnica de “mano enguantada”, con una
frecuencia de recoleccion de 1 eyaculado/cerdo cada 5 dias. Recolectandose la
fraccion rica o espermatica en un promedio de 80ml/ eyaculado. El eyaculado se
traslado en frascos estériles de capacidad de 100ml dentro de una caja térmica a una
temperatura de 18 °C inmediatamente luego de la recoleccion al laboratorio de
Biotecnologia de la Universidad de Cuenca para los respectivos tratamientos. En el
laboratorio se realizé una evaluacion inicial de motilidad en masa y la motilidad
individual progresiva (MIP) de cada muestra. La motilidad en masa fue categorizada

en un rango de 0 a 5 de acuerdo al siguiente cuadro.

Cuadro 3.- Clasificacion de la Motilidad en Masa

Valor Clase Descripcién

5 Muy Buena Ondas y remolinos de movimiento muy rapidos

4 Buena Movimientos vigorosos, pero las ondas y remolinos no son
rapidos

3 Regular Ondas de movimiento lento

2 Pobre No se aprecian ondas, pero si movimiento de la muestra

1 Muy Pobre Muy poco movimiento

0 Muertos Ningun Movimiento

Fuente: Hernandez, 2011
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Para la valoracion de Motilidad Progresiva se considerdé el Movimiento Rectilineo

Progresivo en un porcentaje de 0 a 100% (Hernandez, 2011).

3.2.5.- Manejo del Plasma Seminal (PS) y tratamientos con UV-C

Las muestras seminales fueron centrifugadas a 1000rpm por 10 minutos para la
obtencién del plasma seminal, de este sobrenadante se tomaron 5 volumenes iguales
(8ml) para someterlas a los tratamientos de radiacion UV-C propuestos. El PS fue
colocado en cajas Petri hasta cubrir 5mm de espesor (Ver anexo 10). Para el
tratamiento de radiacion se utilizé una lampara de UV-C, con una longitud de onda de
254nm de irradiacion, una potencia de 12 voltios (Elite ® D-395). Para tomar las
muestras de PS y tratarlo con radiacién UV-C se emple6 una Cadmara de Flujo Laminar
(BBS.H 1800) evitando la posible contaminacién medioambiental. El muestreo para el
cultivo bacteriolégico fue realizado inmediatamente luego de cada tratamiento,
recolectandose una muestra por tratamiento de 3 ml con jeringa estéril, la muestra fue
identificada y trasladada al Laboratorio de microbiologia para su respectivo cultivo
microbiolégico y analisis bacteriano de la cantidad de Unidades Formadoras de
Colonias por mililitro (UFC/ml) en plasma seminal porcino tratado y no tratado con
radiacion UV-C. El plasma tratado fue empleado para la reconstitucion seminal y

evaluacion inmediata con un pellet de espermatozoides fresco.

3.2.6.- Reconstitucién y Evaluacion de la calidad espermatica

La reconstitucion seminal con el PS tratado y el pellet fresco se la realizé a una
concentracion de 1:200 y se procedio a realizar la evaluacién espermatica inmediata
considerando: Motilidad Individual Progresiva (MIP), Vitalidad Espermatica e
Integridad de la membrana Plasmatica.

- Motilidad individual progresiva por el método convencional.

Se colocé una gota de 10 ul de la reconstitucion sobre el portaobjeto temperado a
37°C se cubrio con un cubreobjetos a la misma temperatura. Se observé en el

microscopio (CX31RBSFA) equipado con platina térmica a 37°C utilizando el lente
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20X y 40X, se observaron varios campos y se valorO el porcentaje de

espermatozoides con movimiento rectilineo progresivo.

- Vitalidad Espermatica

Para el célculo del porcentaje de espermatozoides vivos y muertos se colocd una
gota de 5 ul del semen reconstituido y se mezclé con una gota de nigrosina y dos
gotas de eosina temperadas a 37°C, sobre el portaobjeto a la misma temperatura.
Se realiz6 un frotis y se procedié a secar sobre una platina térmica. Se observo en
el microscopio con el lente 20X y 40X, se contabilizaron en un promedio de 200
células, se consideré vivos a los espermatozoides no tefidos por poseer una
membrana intacta que evita que penetre la tincidbn y muertos a los espermatozoides

tefiidos con colorante, obteniendo el porcentaje de vitalidad.

- Anormalidades Espermaticas

Esta evaluacion se lo realizo a partir de las mismas placas que se utilizaron para
evaluar vitalidad espermética. Se observo al microscopio con lente de 20X y 40X, se
contabilizaron en un promedio de 200 células y se obtuvo un porcentaje de
anormalidades (cabeza desprendida, cola desprendida, gota citoplasmatica, cola

doblada, dobles colas, microcefalia, macrocefalia).

- Prueba de endésmosis de la membrana (HOST)

Para determinar el estado de la membrana y la capacidad fecundante del
espermatozoide, se tempero a 37°C 200 pl de una soluciéon hipoosmatica (100
mosmol/l) constituida por 490 mg de citrato de sodio y 900 mg de fructosa en 100 ml
de agua destilada en la estufa a 37°C de temperatura por un lapso de 30 minutos
posteriormente se agregd 20 pl de semen reconstituido con plasma seminal sometido
a UV-C vy se incubo a la misma temperatura tras 1 hora y se fij6 una muestra en
solucion de formol al 3%. Para su valoracion microscopica se coloco en un
portaobjetos 10 pl de la muestra y se dej6 secar sobre una platina térmica durante 1
minuto, posterior se observa en el lente de 20X y 40X. Se consider6 HOS positivo a

aguellos espermatozoides en los que se observo cualquier grado de torsion helicoidal
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de la cola (“swelling”), contandose 100 espermatozoides por cada muestra obteniendo

el porcentaje.

3.2.7.- Cultivo Bacteriano del Plasma Seminal

Inmediatamente realizado los tratamientos respectivos con UV-C al PS en el
laboratorio de Biotecnologia de la Universidad de Cuenca, las muestras para su cultivo
fueron trasladadas al laboratorio de bacteriologia (Biomicrovet) donde realizaron la
siembra, para lo cual utilizaron el medio Agar Sangre y EMB, por estriado de 10 pl de
la muestra de PS, luego incubaron en una estufa por 24 hrs. a 37°C para luego
proceder a la lectura de acuerdo al crecimiento bacteriano en UFC/ml. Ver Anexo 6
(Fotografia 1,2,3,4).

3.2.8.- Cultivo Bacteriano del Pellet

Ademas también como complemento al estudio se realizé 8 cultivos bacterianos del
pellet seminal sin tratamiento en el Laboratorio CA-LAB de la ciudad de Paute, en la
gue buscamos dilucidar si existe crecimiento bacteriano en el mismo, donde utilizamos
el mismo procedimiento de cultivo descrito utilizado para el plasma seminal, los

resultados encontrados fueron negativos. Ver Anexo 6 (Fotografia 5).

3.2.9.- Disefio Experimental

Para esta investigacion se plante6 un Disefio de bloques al Azar (DBA), se emplearon
4 cerdos, cada uno considerado como un bloque, de estos se obtuvieron 4 eyaculados
divididos cada uno en 5 alicuotas destinadas para cada tratamiento dando un total de

80 unidades experimentales.

3.2.10.- Tratamientos

- Tratamiento A.- Sin exposicion (Testigo o control)
- Tratamiento B.- 5 minutos de exposicién a radiacion UV-C

- Tratamiento C.- 10 minutos de exposicién a radiacion UV-C
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- Tratamiento D.- 15 minutos de exposicion a radiacion UV-C

- Tratamiento E.- 20 minutos de exposicion a radiacion UV-C

3.2.11.- Variables de la investigacién

- Variables independientes
e Eltiempo de exposicion del plasma seminal a la radiacion UV-C.

- Variables dependientes
e Cantidad de Unidades Formadoras de Colonias por ml.
e Calidad espermatica en semen reconstituido inmediatamente.
» Motilidad individual progresiva.
» Vitalidad espermatica.
= Anormalidades espermaticas.

* Integridad de la membrana plasmatica de los espermatozoides

3.2.12.- Anédlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se empleo el analisis de varianza seguido de la prueba de
significaciéon de Tukey 5% para las variables continuas y paramétricas; y, para las
variables categdricas y variables no paramétricas se empleé la prueba de X2y prueba

H de Kruskal-Wallis mediante el empleo del programa SPSS ver 20.0.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1.- Efecto de los tratamientos (UV-C) sobre la carga bacteriana en el plasma
seminal y los pardmetros de calidad espermética pos reconstitucion del semen

porcino.

El andlisis de resultados mediante la prueba de X2 indica que la concentracion de
UFC/ml en el plasma seminal fue dependiente (p<0,01) de la exposicion a la radiacion
ultravioleta de onda corta reduciendo significativamente la carga bacteriana a partir de
los 10 minutos de exposicion viéndose su efecto mayoritario a partir de los 15 minutos

de exposicion a la radiacion UV-C (Cuadro 4).

En cuanto a los parametros de calidad seminal, no se encontr6 diferencias
significativas entre vitalidad seminal, anormalidades y la prueba de endosmosis
(p>0,05 para los tres pardmetros); sin embargo, la motilidad individual progresiva se
vio reducida numéricamente en los tratamientos D y E (exposicion del plasma seminal

a 15y 20 minutos, respectivamente) (Cuadro 4).

Cuadro 4.- Resultados de R UV-C y la reconstitucion en cada tratamiento.

Tratamientos

Parametros

A B C D E
UFC 23,5 x 10° * 100,0%?2 62,5%° 31,2%"° 18,8%° 6,2%°
MIP ** 74,06 +13,072 67,81 +7,74% 65,31 +12,58% 57,81 +12,51° 57,19 +11,40°
Vitalidad *** 88,66 +7,32 89,19 +7,14 86,63 8,62 88,31 5,70 89,44 +6,16

Anormalidades

Espermaticas *** 10,87 8,09 13,13 +8,71 11,13 #8,19 14,38 +9,46 11,44 +9,84

Test HOST *** 34,31 #12,43 33,25 *16,09 33,81 #13,98 31,63 *12,67 29,00 *12,70

abe - letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (p<0,05); *.- prueba de X2, **.- prueba
de Kruskal-Wallis; ***.- ANOVA. A.- Sin exposicion a radiacion UV-C; B.- 5 minutos de exposicion a radiacion
UV-C; C.- 10 minutos de exposicion a radiacion UV-C; D.- 15 minutos de exposicion a radiacion UV-C; y E.- 20
minutos de exposicion a radiacion UV-C.
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CAPITULO V: DISCUSION

La concentracion de UFC 23,5 x 10° se observa claramente en el tratamiento control
(A) y en el tratamiento de 5 minutos de exposicion a la radicaciéon UV-C (B); sin
embargo a partir de los 10 minutos de exposicion las muestras con concentraciones
de bacterias superiores al nivel establecido (3,5 X 103) disminuye sustancialmente por
lo que el efecto bactericida en el plasma seminal porcino es evidente y puede ser
aplicable como un método de esterilizacion. No obstante, para lograr que este método
sea empleado se requiere realizar varios estudios en los que se analicen la existencia

de cambios bioquimicos luego de que el plasma seminal sea tratado.

Existen diferentes discrepancias en cuanto a la cantidad de UFC/ml que se requiere
para generar una afeccion reproductiva en los cerdos como ejemplo se mencionan
10* UFC/ml (Acosta et al.,, 2010); 3,5 x 10°® UFC/ml (Maroto et al. (2010); 5 x 10°
UFC/ml ( Sa, 2014) y 1010 a 1012 UFC/ml (Kuster, 2015), esto demuestra una clara
evidencia de la existencia bacteriana en el plasma seminal porcino. Sin embargo, los
resultados por exposicion del PS a la R UV-C a partir de los 10 minutos nos muestran
una eliminacion importante de las bacterias encontradas en el control o testigo (A:
100% > B: 62,5% > C: 31,2% = D: 18,8% = 6,2% de contaminacion). El 6,2% de
contaminacion del total de muestras de plasma seminal que se obtuvo en el
tratamiento E puede deberse a que la cantidad de muestras no fue mayor
numéricamente o que parte de las muestras analizadas, materiales o medios de

transporte sufrieron una contaminacion (Conza et al., 2004).

Investigaciones realizadas han demostrado que la radiacion UV-C no afecta la
composicion quimica de las sustancias tratadas como también no altera las
caracteristicas organolépticas de los diferentes productos de consumo alimenticio
(Vasquez et al., 2011; Cruz et al., 2014).

Si bien, existen diferencias estadisticas en la motilidad progresiva, esta puede deberse
al tiempo transcurrido en analizar las muestras ya que existe una variacion de 5
minutos pudiendo afectar los resultados, investigaciones demostraron que el
espermatozoide de cerdo presenta una mayor sensibilidad al cambio de temperatura
(Okazaki et al., 2012).

38
Wilmer Wilfrido Ordoéinez Arias



UNIVERSIDAD DE CUENCA !

La distancia a la que se expuso las muestras a la radiacion UV-C fue de 20 cm
obteniéndose la mayor reduccién de carga bacteriana por R UV-C a los 20 minutos de
exposicion (93,8%) en relacién de al tratamiento B (37,5%) y comparados con el
testigo (0,0%). Los resultados obtenidos son similares a los encontrados por Jones
et al., (2013) quienes obtuvieron un 99% en la esterilizacion de liquidos (aguas, jugos,
néctares), Beltran, (2010), a una altura de 40cm encontré una mejor respuesta a R
UV-C durante 7,5 minutos logrando disminuir la carga bacteriana entre el testigo 2,5x
10%a 1,4x10?, disminuyendo un 92% de UFC/g de fresa.

Para inhibir la carga bacteriana del semen porcino los diluyentes de conservacion
seminal contienen antibidticos los que podrian generar resistencia bacteriana, Kuster
(2015) encontré 5 especies de bacterias a los dos dias de almacenado del semen
refrigerado siendo la més frecuente Pseudomonas y E. coli (80%). Con la R UV-C por
la afeccion directa que tiene al ADN celular de la bacteria hace que la bacteria no se
reproduzca causando su destruccion total (Pietrobon, 2002; Vignoli, 2006; Lopez-
Dias, 2012; Dai et al, 2012) sin liberaciébn de toxinas, los resultados obtenidos
demostraron que la reconstitucién del semen porcino con plasma seminal no afecto
significativamente los valores de un espermiograma basico como las anormalidades,
integridad de la membrana y vitalidad; aunque la motilidad se redujo significativamente
probablemente por el tiempo que transcurrié en el andlisis de las muestras una vez
reconstituido el semen, o la radiacion ultravioleta afecto este parametro, dictamen que

requiere su verificacion mediante otros estudios.

Una de las propiedades del plasma seminal porcino es la de poseer propiedades
antioxidantes gracias a sus iones de Zn y selenio ayudando a la funcionalidad
espermética (Lépez et al., 2013), por otro lado la UV-C sobre jugo de frutas disminuyo
la carga bacteriana pero también se vio afectada su capacidad antioxidante (Lopez-
Diaz, 2012), como también en néctar de mango se present6 una reduccion del 19%
en la actividad enzimatica, datos que podrian justificar parte de la reduccion de
motilidad individual progresiva analizada.

39
Wilmer Wilfrido Ordoéinez Arias



¥341 13 AT

UNIVERSIDAD DE CUENCA “
!b*“
1S g

CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El estudio demostré que la aplicacién de radiacidon ultravioleta de onda corta en la
esterilizacion de plasma seminal porcino redujo sustancialmente la carga bacteriana
presente estimandose que el tiempo necesario para obtener este efecto es a partir de

los 15 minutos de exposicion a una altura de 20cm con un espesor de plasma de 5mm.

Se recomienda realizar mas estudios con respecto al plasma seminal tratado con este

tipo de radiacion y su uso en la reconstitucion de semen porcino.
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Anexo 1.- Pruebas de Chi-cuadrado (X?) para recuento bacteriano

Tabla de contingencia Categorizaciéon del plasma seminal por recuento Bacteriano * Tratamientos

Tratamientos Total
A B C D E
Recuento Oa 6b 11p, ¢ 13¢ 15¢ 45
<=3,5
% dentro de
Categorizacién del UFC ) 0,0%| 37,5% | 68,8% | 81,2%| 93,8%| 56,2%
Tratamientos
plasma seminal por
. Recuento 16a 10p 5b, ¢ 3c 1c 35
recuento Bacteriano >3 5
% dentro de
UFC _ 100,0% | 62,5% | 31,2% | 18,8% 6,2% | 43,8%
Tratamientos
Recuento 16 16 16 16 16 80
Total % dentro de
) 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0%
Tratamientos

Cada letra de subindice indica un subconjunto de Tratamientos categorias cuyas proporciones de columna no

difieren significativamente entre si en el nivel ,05.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintdtica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 37,0792 ,000
Razén de verosimilitudes 45,682 ,000
Asociacion lineal por lineal 34,334 ,000
N de casos validos 80

a. 0 casillas (0,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La

frecuencia minima esperada es 7,00.
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Anexo 2.- Prueba de Kolmogorov-Smirnov para las variables en estudio

(normalidad)

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Motilidad | Vitalidad [ Anormalidades Test Categorizacion
Individual Espermaticas HOST del plasma
Progresiva seminal por
recuento
Bacteriano
N 80 80 80 80 80
Media 64,4375 | 88,4449 12,1863 | 32,4004 1,44
Parametros
Desviacion
normalesP . 12,99936 | 6,95117 8,76224 | 13,43296 ,499
tipica
) ) Absoluta ,159 ,074 129 ,101 372
Diferencias méas
Positiva ,159 ,049 ,129 ,084 ,372
extremas
Negativa -,128 -,074 -,082 -,101 -,308
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,418 ,666 1,152 ,902 3,328
Sig. asintot. (bilateral) ,036 , 766 ,140 ,389 ,000

a. La distribucion de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

La prueba de normalidad indica que los datos siguen una distribucién normal en las

variables de Vitalidad espermatica, anormalidades espermaticas y prueba de HOST.

Se estableci6 que las variables MIP y recuento bacteriano no siguen una distribucion

normal por lo que para su analisis se empled la prueba de H de Kruskal-Wallis.
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Anexo 3.- Prueba del Estadistico de Levene para la homogeneidad de las

varianzas.
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de gll gl2 Sig.
Levene

Vitalidad 273 75 ,895
Anormalidades

,860 75 ,492
Espermaticas
Test HOST ,901 75 ,468

El estadistico de levene para homogeneidad de las varianzas indica que las variables

Vitalidad espermética, Anormalidades espermaticas y HOST pueden ser sometidas al

analisis de varianza.
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Anexo 4.- Analisis de varianza de las variables paramétricas.

ANOVA de un factor

Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica

Inter-grupos 78,614 4 19,653 ,394 ,812
Vitalidad Intra-grupos 3738,567 75 49,848

Total 3817,180 79

Inter-grupos 145,513 4 36,378 461 , 764
Anormalidades

) Intra-grupos 5919,862 75 78,931

Espermaticas

Total 6065,375 79

Inter-grupos 296,690 4 74,172 ,399 ,809
Test HOST Intra-grupos 13958,423 75 186,112

Total 14255,112 79

El andlisis de varianza indica que no existe diferencias significativas en las variables

analizadas (p>0,05).
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Anexo 5.- Prueba de Kruskal-Wallis para las variables no paramétricas

Rangos
Tratamientos N Rango
promedio

A 16 56,34

B 16 48,47
Motilidad Individual Cc 16 42,22
Progresiva D 16 28,41

E 16 27,06

Total 80

Estadisticos de contrasteaP

Motilidad
Individual
Progresiva
Chi-cuadrado 19,963
gl 4
Sig. asintot. ,001

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion:

Tratamientos
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Anexo 6.- Andlisis de Laboratorio
Fotografia 1.- Andlisis de 20 muestras del Plasma Seminal )
\
blomlcrove ,
DIAGNOSTICO Y SALUD ANIMAL
BACTERIOLOGICO
a: 09 de julio de 2016 Orden N°: 4228
€ p 3
etari
fi | Ordot
N de e Mu estriak‘ Wliesd':(édo"; } _ !\i" dé Muestra Resultado
i 1 | MNPC/ml | |1 MNPC/ml
2 17 UFC/ml | 12 MNPC/ml
- | 8 UFC/mI N |13 5 UFC/ml
4 | MNPC/ml 14 MNPC/ml
5 | MNPC/ml | 15 MNPC/ml
- 6 | MNPC/ml | ‘ 16 MNPC/ml
7 19 UFC/ml | 17 MNPC/m|
8 . MNPC/ml 18 MNPC/ml
9 | 27UEKC/ml | P19 31 UFC/ml
10 0 UFC/ml | 20 MNPC/ml |
e UFC: Unidades Formadoras de Colonias.
e MNPC: Muy Numerosas Para Contar.
Estos resultados son validos solo para las muestras analizadas
y deben ser evaluados en su contexto clinico por un médico veterinario.
Pag 1/1
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Fotografia 2.- Analisis de 20 muestras del plasma seminal

L J \\
‘ b |

ulio de 2016

——~

omlcrove

DIAGNOSTICO Y SALUD ANIMAL

TERIOLOGICO

A’

Orden N°: 4234

especie: Porcina
etari
\ on de: Dr. Wilmer Ordonez
—
N° de Muestra 7-‘? sultado ‘ N‘;rdr_e Muestra Resultado
1| 36 UFC/ml 11 MNPC/ml
2 32 UFC/ml 12 MNPC/ml
3 | O UFC/ml 13 63 UFC/m!
4 | OUFC/ml 14 | 51UFC/ml
| 0 UFC/mi 15 19 UFC/ml
6 | SUFC/ml 16 4 UFC/ml
P 0 UFC/ml 17 0 UFC/m
8 | 1UFc/ml 18 2 UFC/m
9 | oUFC/mI 19 2 UFC/m
10 | 0UFC/ml 20 0 UFC/ml
UFC: Unidades Formadoras de Colonias.
MNPC: Muy Numerosas Para Contar

Estos resultados son validos solo para las muestras analizadas

y deben ser evaluados en su contexto clinico por un médico veterinario.

gg/ Pag 1/1
om|crovei\5
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Fotografia 3.- Analisis de 20 muestras del plasma seminal

N P
blomlcroved‘

DIAGNOSTICO Y SALUD ANIMAL

BACTERIOLOGICO
Fecha: 20 de julio de 2016 Orden N°: 4240
Especie: Porcina
Propietario:
on de: Dr limer Oraonez
vr:gﬁﬂuesua :Res:.e:f?dic n ;;Q" de Muestra Resultado
1 | OUF¢ml | 13 0 UFC/ml
2 | [ 12 1 UFC/ml
3 | 1UFC _ 13 0 UFC/ml
4 0 UFC/ml 14 0 UFC/ml
5 |  OUFC /ml . i 15 1 UFC/ml
6 | OUFC¢/ml | 16 0 UFC/ml
7 ~ OUFC/ml | 17 1 UFC/ml
| O UFC/ml B 18 0 UFC/ml
9 0 UFC/mi | 19 1 UFC/ml
10 | 1UFC/ml | 20 1 UFC/ml

UFC: Unidades Formadoras de Colonias.

o MNPC: Muy Numerosas Para Contar

Estes resuitados son vaiidos soio para las muestras analizadas

v deben ser evaluados en su contexto clinico por un médico veterinario.

Pag 1/1
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Fotografia 4.- Analisis de 20 muestras del plasma seminal

»blomlcrove

DIAGNOSTICO Y SALUD ANIMAL

BACTERIOLOGICO
Fecha: 23 de julio de 2016 Orden N°: 4245

ecie: Porcina

Propietario:
A peticion de: Dr. Wilmer Ordonez
estr ner
N° de &"‘,'f‘e§%'fé ‘ ;'Eersgigac’irc;: ‘:ﬁ:dg»Muestra Resultado |
1 h," UFC/ml ‘ 1 11 31 UFC/m
2 0 L}fgﬂm | 12 2 UFC/ml
3 0 UFC/ml 13 1 UFC/ml
4 | OUF¢/ml | 14 0 UFC/m
5 | MNPC/miI | 15 0 UFC/m
6 | OouFc/m | : 16 0 UFC/ml
7 | OUFC/mi | 17 0 UFC/ml
8 JU/ m| 18 1 UFC/ml
9 | OUFC/ml | 19 0 UFC/ml
10 | OUFC/mi - 20 | OUFC/ml

UFC: Unidades Formadoras de Colonias.

e MNPC: Muy Numerosas Para Contar.

Estos resultados son validos solo para las muestras analizadas
vy deben ser evaluados en su contexto clinico por un médico veterinario.
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Fotografia 5.- Analisis de 8 muestras del pellet seminal

Dir.: Garcia Moreno 5-17 y Sucre
| @f ) Q.F Andrea Calderén Abad. b s

BIOQUIMICA FARMACEUTICA Cel.: 0885112976
CA-LAB

Email.: calab.paute@gmail.com

CA-LAB LABORATORIO CLINICO

Direccién: Garcia Moreno 5-17 y Sucre "Frente a Western Union"
Teléfono: 2250003 cel: 0985112976
Horario: Lunes a Viernes 07H15 - 177H00 Sabado y Domingo 8H00 - 13H00

PACIENTE: WILMER ORDONEZ FECHA: 02 DE MARZO DEL 2017
EDAD: 39 ANOS PEDIDO: 10
MEDICO:

RESULTADOS DE EXAMENES

CULTIVO Y ANTIBIOGRAMA DE PELLET

TOMA DE MUESTRA: DIRECTA
MUESTRA: SEMEN DE PORCINO
GERMEN AISLADO: NO HUBO DESARROLLO BACTERIANO.
COLONIAS 0
# DE CULTIVOS REALIZADOS: 4
MEDIOS UTILIZADOS: AGAR SANGRE
AGAR EMB
RESULTADOS: NEGATIVOS PARA TODOS LOS CULTIVOS

VALIDADO POR QF. ANDREA CALDERON ABAD.
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Anexo 7.- Organigrama de trabajo utilizado en el laboratorio Irquis.

(ORGANIGRAMA) COLECTA SEMINAL

Muestras ——+ 1b Centrifugacisn w _-cr@

3 —

Alicuotal s :
) | Esparmatozoides
Alicuota2 | Centrifugacion
Alicuatad ol
asma
Trat WV-C b pliecuctad - seminal
Alicuota s

Flasma seminal tratado )
~ Reconstitucion +

L3

Cultivo bacteriolgico Evaluacionseminal inmediata » Resultade

]

' ; ° * I = R
Resultado Evaluacionseminala T° ambiente & horas Resultado espaldo
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Anexo 8.- Registro de resultados para la reconstitucion

Evaluacion de semen porcino reconstituido en plasma seminal tratado con UV-C

Fecha: ...ccverveeeenens
Bloque C1. (Grande)

Calidad Espermatica

Vitalidad Espermatica

Membrana P.

M.I.P E-N HOST - ORT
Muestra Exposicion % Foto % | Malform. % Foto %
1 0 UV
2 5UV
3 10UV
4 15UV
5 20UV
Bloque C2. (Negro) Vitalidad Espermatica Membrana P.
M.I.P E-N HOST - ORT
Muestra Exposicidn % Foto % | Malform. % Foto %
6 ouv
7 5UV
8 10UV
9 15UV
10 20UV
Bloque C3. (Bravo)
Vitalidad Espermatica Membrana P.
M. L. P. E-N HOST - ORT
Muestra Exposicion % Foto % | Malform. % Foto %
11 ouv
12 5UV
13 10UV
14 15UV
15 20UV
Bloque C4. (Pequeiio)
Vitalidad Espermatica Membrana P.
M.I.P E-N HOST - ORT
Muestra Exposicion % Foto % | Malform. % Foto %
16 ouv
17 5UV
18 10UV
19 15UV
20 20UV
59
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Anexo 9.- FOTOGRAFIAS (trabajos en la Granja)

Inicio de colecta aseo del prepucio.
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Extracciéon Seminal

Anexo 10.- FOTOGRAFIAS (trabajos en el Laboratorio)

Trabajo (Camara de Flujo Laminar)
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Colocacion de muestras en la camara UV-C.

Plasma Seminal tratado con UV-C
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Toma de muestras para envio al laboratorio

Bacterias Cultivadas
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Prueba Vitalidad espermatica

Prueba Host
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