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RESUMEN

Identificacidon de resistencia a antimicrobianos en bacterias encontradas en
semen post congelacion en el ganado bovino en los estados de Sinaloay
Durango
Gema Zaharina Vidaca Valdez

La identificacion y control de agentes bacterianos contaminantes del semen bovino,
asi como las técnicas de dilucion y preservacion de este, y el uso de antibiéticos
como aditivos en diluyentes para asegurar la calidad sanitaria de los
espermatozoides se ha venido cuestionando recientemente al igual, los efectos
nocivos de estos farmacos sobre la calidad espermatica y su eficacia para el control
del crecimiento bacteriano en el semen conservado. El objetivo del presente trabajo
fue determinar la resistencia antimicrobiana de las bacterias aisladas de los estados
de Sinaloa y Durango. Se obtuvieron 18 muestras de semen congelado de
diferentes sementales de ganado bovino de los estados de Sinaloa y Durango. Se
cuantifico el nimero de bacterias presentes en el semen y se aislaron en agar
sangre. Se observé morfologia macroscopica colonial, se les realizé tincion Gram y
pruebas bioquimicas para su identificacion por comportamiento metabolico, y se
observd la resistencia y la sensibilidad a antimicrobianos. La cuantificacion
bacteriana llego hasta 3,280 UFC/ml, de estas se aislaron 14 cepas, de las cuales
6 fueron Gram positivas, donde se identificaron a Enterococcus spp, Bacillus spp,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp, Aerococcus spp y Micrococcus spp y
8 fueron Gram negativas, las cuales se identificaron como Klebsiella spp,
Enterobacter spp, Pseudomona spp, Acinetobacter spp, Serratia spp, Citrobacter
spp y Proteus spp, Escherichia coli. La microbiota Gram positiva resulté con
multirresistencia  antimicrobiana, principalmente a los aminoglucésidos,
betalactamicos y cefalosporinas en un 90, 80 y 80% respectivamente, y sensibilidad
a las sulfonamidas, asi como la microbiota Gram negativa mostro resistencia por lo
menos un antimicrobiano de las familias de los aminoglucésidos, anfenicoles,
betalactamicos, cefalosporinas y sulfonamidas, las cuales mostraron sensibilidad
variada. La presencia de bacterias multirresistentes en semen post congelado
puede indicar una contaminacion cruzada debido a las bacterias comensales y en
algunos casos al mal manejo.

Palabras clave: Resistencia, sensibilidad, bacterias, semen, bovinos.



ABSTRACT
The identification and control of contaminating bacterial agents in bovine semen, as

well as semen dilution and preservation techniques, and the use of antibiotics as
additives in diluents to ensure the sanitary quality of spermatozoa have recently
been questioned, as well as the harmful effects of these drugs on sperm quality and
their efficacy in controlling bacterial growth in preserved semen. The objective of this
study was to determine the antimicrobial resistance of bacteria isolated from bovine
semen in the states of Sinaloa and Durango. Eighteen frozen semen samples were
obtained from different beef cattle sires from the states of Sinaloa and Durango. The
number of bacteria present in the semen was quantified and isolated on blood agar.
Colonial macroscopic morphology was observed, Gram staining and biochemical
tests were performed for their identification by metabolic behavior, and resistance
and sensitivity to antimicrobials were observed. Bacterial quantification reached
3,280 CFU/mI, of which 14 strains were isolated, of which 6 were Gram positive,
where Enterococcus spp, Bacillus spp, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
spp, Aerococcus spp and Micrococcus spp and 8 were Gram negative, which were
identified as Klebsiella spp, Enterobacter spp, Pseudomona spp, Acinetobacter spp,
Serratia spp, Citrobacter spp and Proteus spp, Escherichia coli. Gram-positive
microbiota showed antimicrobial multiresistance, mainly to aminoglycosides, beta-
lactams and cephalosporins in 90, 80 and 80%, respectively, and sensitivity to
sulfonamides, and Gram-negative microbiota showed resistance to at least one
antimicrobial from the families of aminoglycosides, amphenicols, beta-lactams,
cephalosporins and sulfonamides, which showed varied sensitivity. The presence of
multidrug-resistant bacteria in post-frozen semen may indicate cross-contamination

due to commensal bacteria and in some cases mishandling.

Key words: Resistance, sensitivity, bacteria, semen, bovine.
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[. INTRODUCCION

A partir de 1899, la préactica de inseminacion artificial en bovinos ha ido en aumento,
esto deja la duda de si hay un control efectivo de microorganismos en el semen; la
identificacion y control de agentes bacterianos contaminantes del semen bovino, asi
como las técnicas de dilucién y preservacion de este, son objeto de numerosas
investigaciones (Santos y Silva, 2020; Ugur et al 2019). La recoleccion de semen
en especies de animales de granja no es un procedimiento estéril; en condiciones
normales, no hay microorganismos en el semen, pero los contaminantes pueden
ser introducidos al semen a través de la recoleccion, por una vagina, lubricante no
estéril, etc (Santos y Silva, 2020; Moore y Hasler, 2017). Actualmente se busca
mejorar la calidad del semen congelado; un punto importante para incrementar este
aspecto es la determinacion de la cantidad de bacterias, género y especies pues es
conocido que al incrementarse la cantidad de Unidades Formadoras de
Colonias/mililitro (UFC/ml) la motilidad del espermatozoide tiende a disminuir y los
microorganismos aislados del semen compiten con los espermatozoides por los
nutrientes, ademas de producir acido sulfhidrico, urea, y diversas toxinas las cuales
tienen efectos adversos sobre la viabilidad de los espermatozoides; a pesar de ser
la inseminacién artificial una herramienta confiable para el mejoramiento genético y
para controlar enfermedades venéreas en el ganado bovino se ha demostrado
cuando el programa de inseminacién artificial no es adecuado para las condiciones
de la granja, tiende a disminucion de la eficiencia reproductiva (Baruselli et al.,
2018). La reproduccion juega un papel importante para garantizar la eficiencia de la
produccion animal pues los mejores sementales s6lo pueden ser ampliamente
explotados mediante el uso de técnicas reproductivas como la inseminacion artificial
(IA), asociadas con la tecnologia del semen esta permite al material genético
conservado se utilice en hembras aisladas de los machos; esto maximiza la
disponibilidad del germoplasma y facilita la mejora genética (Morrell y Mayer, 2017;
Yaniz et al., 2010). Aun con el uso de inseminacion artificial no se esta exento de la
presencia de microorganismos en semen, dichos microrganismos pueden afectar la

funcion reproductora masculina directamente, causando la aglutinacion de
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espermatozoides moviles, reduciendo la capacidad de reaccion acrosémica y
provocando alteraciones en la morfologia celular (Ahmed et al., 2018; Azawi e
Ismaeel, 2012). La contaminacién microbiana del semen es un parametro de calidad
utilizado para asegurar el éxito de la inseminacion artificial; en condiciones
normales, el semen no tiene microorganismos, pero se contamina en los procesos
de colecta por la microbiota presente en el tracto reproductivo, estos
microorganismos pueden ser responsables de alteraciones en los espermatozoides
durante los procesos de criopreservacion (Morrell et al., 2019; Fraczek y Kurpisz
2015). Las bacterias estan presentes en cada eyaculado y el objetivo de obtener
semen estéril es obviamente una tarea fuera de alcance, estas pueden acceder a él
semen como resultado de la bacteriemia, debido a la infeccién en partes del tracto
genital o pueden ser asociados con células sanguineas o con inflamacién o trauma
del tracto urinario y la cavidad prepucial (Duracka et al., 2021). Existen diversos
métodos para tratar de contrarrestar el desarrollo de microorganismos patégenos
en el semen, estos pueden ser la congelaciéon seminal, la dilucion de semen con
diluyentes estériles, centrifugacion de los recolectados y tratamiento del semen con
ozono; potenciar las medidas higiénicas durante la recoleccién seminal y el
procesamiento evitaran la contaminacion seminal, sin embargo es inusual encontrar
instrumentos especiales para la esterilidad como campanas de flujo de aire laminar
equipadas con filtros de aire en las estaciones de colecta de semen y aun mas
inusual, encontrar este tipo de equipos en las granjas (Morrell y Wallgren, 2014).
Para minimizar los efectos de las bacterias sobre los espermatozoides a largo plazo,
los diluyentes seminales cuentan con antibiéticos encargados de inhibir el desarrollo
de estas bacterias (Santos y Silva, 2020). Los microorganismos causan la
aglutinacion de los espermatozoides moviles y la reduccién en la capacidad de
reaccion del acrosoma, asi como alteraciones en la morfologia celular (Azawi e
Ismaeel, 2012). Dentro de estos agentes bacterianos presentes en semen se
destaca la presencia de Proteus spp, grupos de Pseudomonas spp, Bacillus spp,
Staphylococcus spp, Micrococcus spp, Escherichia coli, entre otros coliformes como
los tipos predominantes de bacterias en el semen recién colectado (Duracka et al.,

2020). Existen diversos métodos para tratar de contrarrestar el desarrollo de
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microorganismos patdégenos en el semen como el agregar antimicrobianos a los
diluyentes seminales, pero este método se ha mostrado ineficaz para erradicar la
carga bacteriana pues diversos autores han reportado la presencia de estos agentes
patdogenos multirresistentes en el semen post congelacion (Santos y Silva, 2020),
como Abro et al. (2016) quienes aislaron Micrococcus luteus, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus intermedius a partir de
semen de bovino post congelado en Pakistan, dichos aislados mostraron resistencia
a trimetoprim con sulfametoxazol, amoxicilina y cefalexina. El objetivo del presente
trabajo fue determinar la resistencia antimicrobiana de las bacterias aisladas del

semen de bovinos.

Il. ANTECEDENTES

2.1 Propiedades del semen de ganado bovino

Los componentes importantes del semen eyaculado son, naturalmente, los
espermatozoides (Silva et al., 2012). En ausencia de ellos, el semen es simplemente
plasma seminal y carece de las caracteristicas vitales en las cuales se centra la
funcién principal de la reproduccion del macho, la fertilizacién (Sathe, 2021). El
semen normal del toro, eyaculado recientemente, con espermatozoides activos y
mdaviles, presenta un movimiento en ondas caracteristico el cual, examinado entre
las paredes de un recipiente de vidrio, presenta el aspecto de "hervor" (Dalton,
2013). El nimero de células espermaticas en un volumen dado de fluido seminal
modifica su aspecto; una muestra fluida y translicida contiene un nimero bajo de
células espermaticas (5 x 107 - 8 x 107 millones/ml de semen), mientras la muestra
sea opaca y densa contiene por lo general concentraciones relativamente altas de
espermatozoides (200-300 millones/ml de semen) (Chaveiro et al., 2006). A
diferencia de las bacterias, los espermatozoides no tienen organelos intracelulares
para ayudar en la modificacion de la fluidez de la membrana plasmética para la
supervivencia, en consecuencia, la exposicion a unos cuantos grados por encima
de la temperatura corporal es suficiente para que se produzca la muerte de los

espermatozoides (Sathe, 2021).
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Color: La mayor parte del semen de toros son blanco lechosos, variando hacia un
color crema. Sin embargo, algo mas del 10% de los toros producen un semen
normalmente amarillo (Silva et al., 2012). Se ha estudiado el pigmento responsable
del color, llegando a la conclusién de que el color amarillo es una caracteristica
normal del semen de muchos toros, no altera las células espermaticas y carece de
influencia en la fertilidad del toro (Dalton, 2013; Chaveiro et al., 2006).

Volumen: El volumen del eyaculado varia de 5 a 15 ml, en los distintos toros y en
diferentes momentos para cada toro (Sathe, 2021). En general, el volumen aumenta
de 1 a 2 ml con la edad y el tamafio corporal del toro y se modifica con su salud y
vigor reproductor y con la frecuencia de los servicios de 2 a 3 ml menos por
eyaculado (Chaveiro et al., 2006). Los toros jévenes, inmediatamente después de
su entrada en servicio, producen solamente de 1 a 2 ml menos en cada eyaculado
de semen, mientras los toros totalmente desarrollados y vigorosos, con peso mayor
a 907 kg o mas, producen 10 a 15 ml e incluso mas en cada eyaculado. Las
observaciones permanentes sobre los mismos toros han demostrado una tendencia
hacia volimenes mas pequenios tras la madurez completa en un promedio de 13 ml
(Sathe, 2021).

Concentracion de células esperméticas: El niumero de espermatozoides por unidad
de volumen del semen de toro en la azoospermia completa, varia entre cero a mas
de 2 x 108 de células/ml en muestras muy densas (Chaveiro et al., 2006). En
general, la concentracion varia de 5 x 107 a 3 x102 millones de células/ml, con el
desarrollo sexual, y la madurez del toro, con el régimen de alimentacién y con el
estado de salud reproductiva y tamafio de los testiculos (Silva et al., 2012).

pH: El pH del semen de toro recientemente eyaculado depende de las proporciones
variables de las diversas secreciones implicadas (Sathe, 2021). La mayoria de las
muestras normales se hallan en el lado acido de la neutralidad, oscilando desde pH
de 6.5 a 6.9, con una media de 6.75, aunque el pH varia en un rango amplio, desde
alrededor de 6.0 o mas bajo a 8.0 o ligeramente mayor (Dalton, 2013). El semen de
buena calidad es generalmente mas &acido comparado con el semen a
concentraciones bajas de células espermaticas (Chaveiro et al., 2006). El semen de

mala calidad contiene una cantidad proporcionalmente mayor de liquido procedente
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de las glandulas uretrales y accesorias. Los espermatozoides descomponen la
fructosa del semen en &cido lactico en condiciones anaerdbicas (los tubos de
colecta), el pH del semen disminuye probablemente con el tiempo transcurrido entre

la colecta y la determinacion (Sathe, 2021).

2.2 Inseminacioén artificial

El sector ganadero ha buscado mejorar la productividad de carne, leche y rusticidad,
por medio de los cruzamientos, lo cual ha conllevado al deterioro de las lineas
raciales, repercutiendo en la disminucion de calidad y cantidad de produccién, e
influyendo directamente en la rentabilidad, actualmente, el mejoramiento genético a
través del uso de biotecnologias ha sido un aliado clave para los ganaderos de todo
el pais y estos alcancen una alta productividad en sus hatos y cuenten con animales
eficientes, sanos y con una buena capacidad reproductiva (Stojkovic, 2020; Anzar
et al., 2011). La inseminacion artificial es una de las técnicas utilizadas con esta
finalidad, esta técnica se ha utilizado a lo largo de los afios, este recurso permite a
los ganaderos la mejora en el control sobre su ganado y se asegura el mejoramiento
genético con base al tipo de produccién, la reduccidon en la diseminacion de
enfermedades infecciosas, entre otras cosas; la inseminacion artificial es un proceso
asistido de reproduccidn, el cual consiste en depositar manualmente el semen en el
tracto reproductivo de la hembra y representa una gran importancia en el
mejoramiento genético de los bovinos, en el acceso a animales de altas
producciones y en su competitividad en el mercado (Goshme et al., 2021; INTAGRI,
2020; Marizacén-Silva y Artunduaga-Pimentel, 2017). Es una actividad la cual
consiste en depdsito de manera artificial de dosis de semen en el tracto reproductivo
de la hembra en el momento mas adecuado, esto permite una alta probabilidad de
gestacién en la vaca; los procedimientos correctos de inseminacion artificial tendran
como resultado una mayor eficiencia reproductiva, lo cual beneficia también los
aspectos econémicos como la produccion de leche o de carne, es por lo cual la
inseminacion artificial, a pesar de poseer una menor tasa de prefiez en comparacion
con el encaste natural, cerca del 70%, se ha convertido en la técnica preferida de

los ganaderos; aun asi, es innegable la relevancia de la inseminacion artificial en el
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mejoramiento de los parametros reproductivos y productivos de la ganaderia
mundial (Selvaraju et al., 2018; Giraldo, 2017; Marizacén-Silva y Artunduaga-
Pimentel, 2017). Dentro de las ventajas presentes en el uso de inseminacion
artificial se encuentran el mejoramiento genético, la reduccion o eliminacion de
machos en las explotaciones, el uso de machos incapacitados por lesiones o edad
y el control de transmision de enfermedades de transmision sexual (Baruselli et al.,
2018; Anzar et al., 2011). La importancia econdmica de la inseminacion para el
ganadero, radica en mejor rendimiento de sus animales, pues al utilizar esta
biotecnologia de reproduccion asistida, puede controlar algunas actividades como:
llevar a cabo programas de cruzamientos para optimizar la eficiencia reproductiva
de sus animales, implementar sistemas de registros sencillos y funcionales, y en
general optimizar mejor los recursos de su Unidad de Produccién Animal (UPA) de
esta manera contribuye al rendimiento de sus ganancias (Moore y Hasler, 2017;
Giraldo, 2017). En 2020, el semen bovino fue un producto altamente comercializado
en el mundo, por un total de $513 millones de pesos, entre 2019 y 2020 las
exportaciones de semen bovino crecieron en un 13.4%, desde $453 hasta $513
millones de pesos, el comercio de semen bovino representa 0,0031% del total de
comercio mundial; en 2020 a nivel mundial, los principales paises exportadores de
Semen de Bovino fueron Estados Unidos (US $255M), Canada (US $87.7M) y
Paises Bajos (US$37.9M). En el mismo afio, los principales paises importadores de
Semen de Bovino fueron China (US $60.6M), Reino Unido (US$38.3M) y Brasil (US
$37.3M) (Stojkovic, 2020).

2.3 Coleccion de semen de bovino

La recoleccion del semen constituye la base preliminar de la fecundacion artificial y
el problema tecnol6gico mas complejo y delicado, por multiples razones; debido a
ello la recogida ha sido objeto de constantes estudios por parte de los
investigadores, con el fin de asegurar la elaboracion de artificios cada vez mas
adecuados y de asegurar la obtencion de la masa total del eyaculado sin alterar sus
condiciones de pureza e integridad, asi como sus propiedades bioldgicas, sin

crearle perjuicios de ningun tipo al macho (Mejia, 2017; Morrillo et al., 2012). Son
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varios los métodos utilizados para la recoleccion del esperma, dentro de los mas
comunes y estudiados se encuentran la vagina artificial, la electro eyaculacion y el

masaje transrectal (Madera y Rivera, 2019).

2.3.1 Vagina artificial

La vagina artificial consiste en un tubo cilindrico de plastico rigido y resistente, de
siete centimetros de diametro y 35-40 centimetros de largo, recubierto
internamente por una camisa de goma que se dobla sobre los extremos del cilindro
formando una camara que se llena con agua caliente (45—-46 ° C) y aire, con el fin
de proveer el estimulo adecuado de temperatura y presion, lograndose asi la
eyaculacion (Morillo et al., 2012). Para la monta se utiliza un sefiuelo, este puede
ser una vaca, un macho o un maniqui (Zoca et al., 2021). Antes de colectar el semen
se debe de tener en cuenta dos aspectos importantes: la higiene y el estimulo del
semental, en este sentido, se apoya con el método mas efectivo para estimular al
toro, la monta falsa, consiste en permitir al semental montar sobre el sefiuelo y
desviar el pene tomando con la palma de la mano la piel del prepucio sin ofrecerle
la vagina (Madera y Rivera, 2019; Burroughs et al., 2013). Después de algunos
segundos de intento de busqueda de la vagina, el animal desciende; nunca se
debera tocar con la mano la mucosa del pene (Rego et al., 2015). En el siguiente
intento de monta se coloca la punta del pene desviado en la entrada de la vagina,
inmediatamente el toro se lanza hacia delante en un empuije final el cual acompafa
a la eyaculacion; el area de recoleccién de semen debe contar con un puesto de
monta, piso sélido y anti derrapante, defensas de seguridad y un ambiente de
trabajo acorde con la actividad realizada (evitar ruidos y distracciones), ademas
debe estar ubicado cerca del laboratorio (Zakosek et al., 2021; Morillo et al., 2012).
La eyaculacion del bovino se considera monofasica, después de la eyaculacion el
animal desmonta casi inmediatamente, entonces, se procede a retirar el tubo
graduado (conteniendo el eyaculado), protegiéndolo debidamente de la luz solar
directa, cambios drasticos de temperatura (choque térmico) y contaminacion, se
identifica la muestra y se entrega en el laboratorio para su procesamiento inmediato

(Morillo et al., 2012). La recoleccién de semen por vagina artificial también permite
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la observacion de la conducta sexual y el apareamiento; la recogida de semen
usando este método requiere la participacién activa del toro y muy cerca se
aproxima a una situacion natural, permitiendo la evaluacién de la libido o capacidad
de servicio (Zoca et al., 2021; Rego et al., 2015).

2.3.2 Método de electro eyaculador

En este método se hace uso de un electro eyaculador es un electrodo conectado a
una bateria para generar estimulaciones ritmicas provocadas por descargas no
mayores a 20 voltios (Morillo et al., 2012). Los electro eyaculadores estan disefiados
para estimular los nervios pélvicos simpéticos y parasimpéticos con impulsos de
bajo voltaje y amperaje y de esta forma pueden inducir erecciébn peneana y
eyaculacién (Zakosek et al., 2021). Un sistema de electroeyaculacion esta
constituido por los siguientes componentes: la caja de transporte, la sonda rectal, la
unidad de control, el cargador de bateria, el cable de energia, el cable de conexion
de la sonda, el mango, el cono y el envase de coleccion (Burroughs et al., 2013).
Con la utilizacién del electro eyaculador, como método para la recoleccion de
semen, la eyaculacion es un proceso bifasico, primero ocurre la emision y continda
con la ereccién y la eyaculacion propiamente dicha (Mejia, 2017). Cuando se
produce la estimulacién adecuada, esta viaja via nervio pudendo interno hacia los
centros lumbosacros de la columna vertebral, desde alli parte la respuesta via
nervios simpaticos lumbares (nervio erigente del plexus hipogastrico), lo cual
estimula la contraccién de la musculatura lisa de la préstata, glandulas vesiculares
y conductos deferentes, asegurando la progresién de la masa espermética hacia la
uretra pélvica (emisién) (Morillo et al., 2012). Por otro parte, la respuesta nerviosa
viaja via nervios parasimpatico para provocar la contraccion de la musculatura
estriada del tracto uretral (musculo isquiocavernoso, bulbo esponjoso y uretral), lo
cual resulta en la ereccion del pene y la eyaculacion propiamente dicha (Rego et al.,
2015). Antes de la utilizacion del electro eyaculador se procede a la preparacion del
animal, lo cual incluye: recortar los pelos del orificio prepucial y limpiarlo, si es
necesario se debe lavar y secar cuidadosamente el area (Mejia, 2017). Un ayudante

procede a limpiar el recto y a estimular mediante masaje transrectal las glandulas
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accesorias (glandulas vesiculares y ampollas de los conductos deferentes) v,
posteriormente, se introduce el electrodo adecuado (Morillo et al., 2012). Se debe
tener preparado con anticipacion el material a utilizar para la recoleccion del semen
(un embudo colector el cual conduce el semen a una bolsa o tubo de ensayo estéril)
(Zakosek et al., 2021). La primera porcion del eyaculado incolora no se debe
colectar, se colectara cuando sea de color cremoso u opalescente (Maderay Rivera,
2019). Posteriormente de haberlo recolectado se evitara directamente los rayos de
luz, mientras se traslada al laboratorio (Burroughs et al., 2013). Si se cuenta con
reproductores de alto valor genético y se desea obtener el mayor nimero de dosis
de semen de alta calidad a fin de transmitir esas cualidades a un mayor niumero de
descendientes, se dispone de dos recursos para aumentar el numero de
espermatozoides recogidos por unidad de tiempo, ellos son: la preparacién sexual
previa a la coleccion, cuyas ventajas son reconocidas y el aumento de la frecuencia

de eyaculacion (Morillo et al., 2012).

2.3.3 Masaje transrectal

Esta técnica requiere dos personas, una para efectuar el masaje rectal y otra para
colectar el semen. El toro se ubica y mantiene en una manga o prensa (Madera y
Rivera, 2019). Después de remover completamente las heces del recto, este
meétodo consiste, en esencia, aplicar un masaje longitudinal repetitivo hacia delante
y atras, principalmente sobre la terminacion de los canales deferentes, de las
vesiculas seminales y de la region de la prostata, introduciendo la mano y el
antebrazo en el recto del animal (Rego et al., 2015). Ocasionando el fluido del
semen hacia la uretra pélvica, al iniciarse la pulsacion del musculo uretral, el masaje
debera continuar en sincronia con las pulsaciones mientras otra persona recoge con
una probeta de vidrio; aquellos reproductores con un adecuado descanso sexual
son ddciles y se manejan con calma, son buenos candidatos para esta técnica (Zoca
etal., 2021). También se recomienda en animales con lesiones dolorosas en cuartos
posteriores (Morillo et al., 2012). La ventaja de esta técnica es por evitar el dolor
potencial por el electro eyaculador y el no requerir un equipo costoso (Burroughs et

al., 2013). Sin embargo; posee varias desventajas y quizas no sea practica en todas
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las situaciones, algunas de las desventajas incluyen irritacion de la mucosa rectal,
falta de protrusion del pene donde resulta en muestras contaminadas desde el
prepucio, la necesidad de una segunda persona para la coleccion de la muestra y
la dificultad de estimular machos excitados o de mal caracter (Madera y Rivera,
2019). Tiene ademas el inconveniente, de requerir de un operador con gran
destreza en palpacion por via rectal del tracto reproductivo de los toros. La libido y
la capacidad de apareamiento no son evaluadas con esta técnica, las muestras
pueden contaminarse y el volumen y la concentracién de semen obtenido son muy

variables (Burroughs et al., 2013).

2.4 Criopreservacion seminal

La crioconservacion es una técnica mediante la cual el material biolégico puede ser
mantenido viable por tiempo indefinido; esta tecnologia constituye una alternativa
para el establecimiento de bancos genéticos, los cuales ayudan a mantener la
biodiversidad y asegurar la conservacion fisica de una especie (Medina-Robles et
al., 2006). Los efectos de la crioconservacion sobre la funcién espermética y la
fertilidad son ampliamente estudiados y descritos, particularmente en bovinos
(Arango et al., 2017). Un gran nuimero de protocolos de congelacion se han
desarrollado, debido principalmente a las diferencias observadas entre especies
animales, como respuesta a las tasas de congelacion y descongelacion empleadas
(Moore y Hasler, 2017). Por esta circunstancia, las técnicas y procedimientos
actuales deben ser validados empleando el semen de la especie de interés, para de
esta forma lograr su conservacion a largo plazo sin afectar significativamente su
capacidad fecundante (Bhattacharya, 2018). El éxito de la criopreservacion del
semen depende de muchos factores interrelacionados como la calidad del semen,
la composicion del diluyente, el crioprotector, el enfriamiento, la dosificacion, la
descongelacion, la variabilidad individual y la interaccion de todos estos
componentes; esta tecnologia constituye una herramienta para el establecimiento
de bancos de germoplasma los cuales ayudan a mantener la biodiversidad y
asegurar la conservacion fisica de una especie (Ibafez et al., 2016). El proceso de

criopreservacion propiamente dicho se desarrolla en diversas etapas también
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llamado protocolos: la dilucion seminal, la refrigeracion la cual permite llevar los
espermatozoides de temperatura fisiolégica a un rango entre 4-7 °C en espacios
promedio de 3 h y su principal objetivo es disminuir el metabolismo espermatico, la
adicion del crioprotector (sustancia encargada de evitar la formacion de hielo
intracelular) es importante para minimizar el dafio criogénico y su aplicacion
depende del protocolo empleado pues existen de 1y 2 pasos, la congelacion se
realiza con nitrégeno liquido o con equipos especializados, donde se exponen las
pajillas a temperaturas bajas (vapores de nitrogeno/15—-30 min) o equivalentes y
posteriormente se sumergen al nitrogeno liquido (-196 °C). La descongelacion si
bien es lo opuesto al proceso de criopreservacion, se puede considerar un proceso
inherente al mismo y esencial para recuperar la viabilidad del tejido congelado
(Wiebke et al., 2021; Arango et al., 2017). Durante esta congelacién-descongelacién
del espermatozoide se pueden presentar cambios importantes en la capacidad
fecundante en particular a nivel metabdlico, acrosomal, genético, de membrana o
mitocondrial (Ugur et al., 2019). La importancia de la dilucion y criopreservacion
seminal en el impacto de biotecnologias como inseminacion artificial, transferencia
de embriones, fertilizacion in vitro e inyeccién intracitoplasmatica de
espermatozoides ha permitido el mantenimiento de la fertilidad y mejoramiento
genético en sistemas de produccién ganadera (Moore y Hasler, 2017). Igualmente,
la criopreservacion espermatica es considerada una de las técnicas mas
importantes de preservacion de recursos genéticos animales en bovinos
(Bhattacharya, 2018).

2.5 Agentes patdgenos presentes en semen de bovinos

Los agentes bacteriologicos tienen una temperatura adecuada para su crecimiento,
Si estos son expuestos a temperaturas ambientales por encima de su temperatura
Optima, aumenta la fluidez de la membrana plasmatica y el crecimiento disminuye y
a determinada temperatura, sin compensacion adicional, puede llevar a la muerte
celular (Medo et al., 2021; Lizarbe, 2009). Los toros sanos tienen una microbiota
saprdfita en el prepucio la cual puede contaminar el semen durante el eyaculado y

su colecta (Duracka et al., 2021). El control bacteriolégico del semen de bovino
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cobra un interés especial en la inseminacion artificial, pues esta técnica constituye
la via mas eficaz para mejorar la calidad genética y prevenir o eliminar
enfermedades venéreas mas no estd exenta de riesgos, pues la técnica preserva
las células espermaticas y también preserva los agentes bacterianos pues los
componentes nutritivos utilizados en los diluyentes de semen favorecen el
desarrollo y supervivencia de estas, lo cual trae como consecuencia acumulacién
de toxinas y productos del metabolismo bacteriano, los cuales tienen un efecto
espermicida directo (Duracka et al., 2021; Fraczek y Kurpisz, 2015). El semen puede
contaminarse por microorganismos procedentes de los testiculos o de los 6rganos
anexos, al igual por los organismos existentes en la orina y en la cavidad prepucial
del toro, también puede contaminarse por la sangre o liquidos tisulares
extravasados en el aparato urogenital o incluso en la colecta seminal, aunque en la
mayoria de los casos son parte de la microbiota natural, también existen bacterias
oportunistas o patdgenas capaces de producir infecciones genitales en hembras
inmunosuprimidas y disminuir la sobrevivencia y capacidad fecundante de las
células esperméaticas (Medo et al., 2021; Rana et al, 2012). Los contaminantes
bacterianos del semen pueden conducir a la produccién de numerosos macréfagos
y granulocitos polimorfonucleares como primera linea de defensa contra la bacterias
en el semen y esto a su vez conduce a la generacién de especies reactivas de
oxigeno (del inglés, ROS) la presencia de espermatozoides muertos incrementa la
generacion de ROS en semen; mayor presencia de ROS deteriora las funciones de
los espermatozoides y la capacidad de fertilizaciéon (Perumal et al., 2013). Los
microorganismos pueden causar la aglutinacion de los espermatozoides méviles y
la reduccion en la capacidad de reaccion del acrosoma, asi como alteraciones en la
morfologia celular (Azawi e Ismaeel, 2012). Dentro de estos agentes bacterianos
presentes en semen se destaca la presencia de Proteus spp, grupos de
Pseudomonas spp, Bacillus spp, Staphylococcus spp, Micrococcus spp, Escherichia
coli, entre otros coliformes como los tipos predominantes de bacterias en el semen
recién colectado (Duracka et al., 2020). Gangwar et al. (2021) y Reda et al. (2020)
evidenciaron las proporciones de la motilidad, integridad de la membrana

plasmatica e integridad acrosomal son influenciadas negativamente por un aumento
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en la contaminacién bacteriana del semen. La presencia de Escherichia coli es
perjudicial para el esperma pues causa la aglutinacion de los espermatozoides en
toros, disminuye la motilidad espermética y provoca dafios estructurales a la
membrana plasmatica del espermatozoide, también se describe las bacterias
hemoliticas presentes en el semen como Streptococcus spp, Micrococcus luteus,
Bacillus cereus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa causan una disminucion de la motilidad del espermatozoide durante el
almacenamiento; los estreptococos y coliformes con frecuencia producen ovaritis,
metritis, esterilidad y aborto en hembras, de la misma forma los toros albergan
Pseudonoma aeruginosa en sus tractos reproductivos, tienden a tener crias
deficientes (Medo et al., 2021; Duracka et al., 2021; Althouse et al., 2008; Truijillo y
Rivera, 2002). Las principales enfermedades infecciosas las cuales afectan al
ganado bovino y tiene repercusiones en la reproduccién son la tricomoniasis
causada por Tritrichomona foetus, se puede transmitir por monta natural y por
inseminacion artificial; la campilobacteriosis, causada por Campylobacter
subespecie fetus, veneralis, de la misma forma puede transmitirse por monta natural
e inseminacion artificial y los machos tampoco presentan signos clinicos aparentes,
las hembras presentan infertilidad o estro largo donde varia de los 25 a los 65 dias,
abortos entre el 3er y 6to mes y endometritis (Michi et al., 2016). La brucelosis es
una enfermedad infectocontagiosa conocida por ser zoondtica, es causada por
Brucella abortus, se transmite via, transplacentaria y por inseminacion artificial, en
machos provoca problemas articulares y reproductivos, en hembras provoca
abortos entre el 6to y 9no mes, retencidén placentaria y muerte de recién nacidos
(Olseny Tatum 2010). La leptospirosis es una enfermedad infectocontagiosa la cual
produce entre otras alteraciones, abortos y muerte de terneros jévenes. Es una
zoonosis causada por Leptospira interrogans, puede ser transmitida
congénitamente, o neonatal (Aymée et al., 2021). La diarrea viral bovina (BVD) es
una enfermedad viral causada por el Pestivirus, se puede transmitir por entrar en
contacto con fetos, placenta o semen, los signos reproductivos se observados antes
de los 100 dias de gestacibn son muerte embrionaria, momificacion fetal e

infertilidad, de 100 a 150 dias de gestacion, defectos congénitos, de 4 a 5 meses,
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abortos y en el macho, alteraciones en calidad espermatica (Quintero-Barbosa et
al.,, 2019). Se ha informado la presencia de bacterias en el semen, estas
desencadenan la respuesta inmunitaria local, el apoyo del sistema de defensa viene
aunado a una infiltracién de leucocitos, lo cual conduce a la produccién y secrecion
de citocinas lo cual estd asociado con una alta disminucién en el potencial

reproductivo masculino (Fraczek y Kurpisz 2015).
2.6 Diluyentes seminales

Un diluyente es una solucion acuosa, cuya funcién es incrementar el volumen del
eyaculado a fin de conseguir las dosis necesarias para su distribucién en pajillas,
preservando las caracteristicas funcionales de las células espermaticas y el nivel de
fertiidad adecuado, estos deben tener unos componentes basicos para su
funcionamiento, como una sustancia idnica y no iénica para poder sostener la
osmolaridad, lipoproteinas de un peso molecular alto para proteger los
espermatozoides del choque térmico, crioprotectores, antioxidantes y antibiéticos;
los diluyente deben cumplir algunos requerimientos como el aporte de nutrientes
para el metabolismo espermatico, proteccion durante el proceso de enfriamiento,
evitar los cambios de pH cuando se va formar el acido lactico, conservar la presion
osmatica y el balance de electrolitos, impedir colonizacion de bacterias y mantener
a los espermatozoides con funcionalidad para cuando se requieran (Ugur et al.,
2019). Algunos componentes usados en los diluyentes seminales son la yema de
huevo, es un crioprotector no penetrante utilizado durante criopreservacion,
contiene fosfatidilcolina (lecitina), fosfolipidos, extractos de lipidos, fracciones de
lipoproteinas y lipoproteinas especificas las cuales proporcionan proteccion contra
el choque térmico, la cantidad de yema de huevo utilizada en los diluyentes
seminales para bovinos es de 15 - 30%; iones, crioprotectores como el glicerol,
azucares y antimicrobianos (Raheja et al., 2018); de acuerdo a la OMS (2003) los
diluyentes seminales de origen animal deben estar libre de microorganismos. En el
mercado se encuentran diversos diluyentes como:

2.6.1. Leche descremada: Es un diluyente natural, contiene minerales, proteinas,

aminodcidos, grasas y azucar. Se considera de los primeros diluyentes y tiene como
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principal ventaja la facilidad de conseguir y su costo (Salim et al., 2019).
Particularmente, la lactosa puede generar aportes energéticos y la caseina aumenta
la funcionalidad cinética de los espermatozoides, al igual, ofrece amortiguacion de
pH, estabilidad de membrana relativa por los lipidos y viscosidad adecuada
(Bandeira et al.,, 2015). Se pueden atribuir efectos bactericidas relativos, sin
embargo, las tasas de contaminacion de semen conservado en base a leche son
altas. La fertilidad del semen diluido y congelado con base en leche descremada es
buena con tasas de prefiez de mas del 90% en condiciones adecuadas (Salim et
al., 2019).

2.6.2 Yemade huevo: Es uno de los diluyentes mas antiguos, con datos reportados
desde 1939, favorece la viabilidad espermatica como diluyente y tiene efecto
crioprotector al favorecer los espermatozoides durante el choque de frio. Los
fosfolipidos componen la yema de huevo confieren resistencia y las lipoproteinas
de baja densidad actian como resistencia y almacenamiento al unirse a la
membrana espermatica gracias a su componente proteico, ademas, la presencia de
proteinas aumenta la accion de los fosfolipidos en la proteccion espermatica durante
el almacenamiento en frio (Aires et al., 2003; Strzezek et al., 2004).

2.6.3 Bioxcell®: Este diluyente comercial no contiene proteinas de origen animal
por lo tanto disminuye la probabilidad de colonizacion de bacterias. Entre sus
componentes se encuentran la lecitina de soya, lincomicina, espectinomicina,
gentamicina y tilosina (Khan et al.,, 2017). Algunos estudios reportan el
favorecimiento de Bioxcell® a la motilidad espermatica antes y después de la
congelaciéon, aunque otros reportan fluctuaciones en la temperatura y
modificaciones y desestabilizacion en la membrana, afectando la viabilidad y
motilidad de los espermatozoides (Ribeiro et al., 2014)

2.6.4 Biladyl®: Este diluyente comercial esta compuesto a base de yema de huevo
permite a los fosfolipidos y lipoproteinas presentes en ella funcionen como protector
de la membrana de las membranas espermaticas para evitar desestabilizacién de
membrana y choque térmico; igualmente contiene Tris, acido citrico, glucosa, agua
y antibioticos. Algunas veces se pueden afiadir crioprotectores o no. Este diluyente

presenta alta tasas de supervivencia y longevidad espermatica (Gadea, 2003).
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2.6.5 Triladyl®: Es un diluyente con yema de huevo para la congelacién de semen
bovino en un solo paso. Generalmente cada 250 g permiten preparar de 1250 ml de
diluyente. Estd compuesto por Tris, acido citrico, azucar, tampones, glicerina,
antibioticos (tilosina, gentamicina, espectinomicina y lincomicina). Se debe
reconstituir con agua destilada o bidestilada (Herold et al., 2006).

2.6.6 Androstar Plus®: Este contiene lipidos, ingredientes de proteccion de la
membrana celular, permitiendo proteger la membrana celular por periodos de
tiempo prolongados, especialmente a temperaturas de crio preservacion, evitando
la generacién de dafio en la membrana espermatica lo cual favorece una mayor
viabilidad permitiendo manejar rangos de temperatura de diluciéon entre 5 °C y 25
°C (Weitze, 2014).

2.6.7 AndroMed®: Es otro diluyente comercial compuesto por Tris, fosfolipidos,
acido citrico, azucar, antioxidante glicerina y antibidticos (tilosina, gentamicina
espectinomicina y lincomicina). Es un diluyente libre de yema de huevo por lo
disminuye la probabilidad contaminacion por bacterias (Muifio y Pefia, 2009).

2.6.8 Optixcell®: Este diluyente ofrece ciertas ventajas como es la de reemplazar
el uso de la yema de huevo por liposomas, pues el uso de yema de huevo podria
generar problemas de contaminacion en la muestra. Ademas éste es libre de
particulas al ser sometido a un proceso de filtracion, lo cual facilita su analisis ya
sea por microscopio o sistema CASA; ademas conserva mucho mejor el semen
fresco lo cual permite tener un tiempo mas prolongado antes de su procesamiento,
garantizando una muestra de calidad antes de someterla a congelacion (Pillajo,
2015).

2.6.9 Sterydil®: Es un diluyente comercial a base de yema de huevo, contiene
TRIS, acido citrico, azUcar, tampones, glicerina, agua de extrema pureza y
antibidticos (tilosina, gentamicina, espectomicina y lincomicina), es un diluyente

para la congelacion de semen bovino de un solo paso (Gémez, 2019).

2.7 Adicidon de antimicrobianos a diluyentes seminales
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Los antimicrobianos contenidos en los diluyentes seminales actian controlando la
contaminacion microbiana producida principalmente durante el proceso de
obtencion del semen (Izquierdo et al., 2015). La Directiva de la UE 88/407 (Consejo
de las Comunidades Europeas, 1988) establece a la estreptomicina, penicilina,
lincomicina y espectinomicina como los antibioticos de eleccién a afadir al semen
diluido. La adicion de penicilina y estreptomicina fue en principio la combinacién mas
utilizada, sin embargo, algunas bacterias han demostrado resistencia a estos
farmacos (Yéaniz et al., 2010). Posteriormente, se emplearon drogas del grupo de
los aminoglucdsidos, activos contra bacterias Gram positivas y Gram negativas en
concentraciones proximas a 200 mg/l. Estos tltimos incluyen polimixina, neomicina,
tilosina, gentamicina, lincomicina y espectinomicina, y se consideran promisorios
como agentes antimicrobianos en semen. (Trujillo y Rivera, 2002; Cremades et al.,
2005). Por otra parte, Rodrigues y Valenzuela (2019) demostraron la combinacién
de gentamicina, tilosina y linco-espectina como eficaz para controlar el crecimiento
de bacterias en el semen. Sin embargo, esta combinacion no elimind
completamente micoplasma de semen criopreservado de toros infectados

artificialmente (Rodrigues y Valenzuela 2019; Andrabi et al., 2016).

2.8 Efecto de los antimicrobianos en semen

Una gran variedad de bacterias comensales y potencialmente patdgenas,
provenientes del tracto reproductivo del macho o de la manipulacion de los
eyaculados durante su recoleccion pueden contaminar el semen (Althouse, 2008).
Por otro lado, la calidad del semen puede disminuir debido a la competencia entre
las bacterias y los espermatozoides por los nutrientes presentes en el plasma
seminal, al igual por la acumulacién de catabolitos bacterianos toxicos (Azawi e
Ismaeel, 2012). Los antimicrobianos son componentes comunmente utilizados en
los diluyentes para la refrigeracion y congelacién del semen, estos tienen la finalidad
de contener la contaminacion bacteriana y reducir el riesgo de endometriosis (Yaniz
et al., 2010). No obstante, se ha reportado la presencia de patdgenos microbianos
presentes en el semen congelado; aunado a esto, los antimicrobianos podrian tener

un efecto perjudicial sobre los espermatozoides, lo cual dificulta su empleo para la
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refrigeracion y congelacion del semen (Gloria et al., 2014; Morrell y Wallgren, 2011).
La gentamicina, ampliamente utilizada en los diluyentes para semen, presenta
efectos negativos en la movilidad y la velocidad de los espermatozoides durante la
refrigeracion y el almacenamiento prolongado, mientras la ticarcilina disédica y el
sulfato de amikacina, no tienen un efecto perjudicial sobre la movilidad espermética
(Restrepo et al., 2016; Aurich y Spergser, 2007; Dietz et al., 2007). Los antibioticos
sulfato de amikacina, ticarcilina disédica y sulfato de gentamicina, en
concentraciones mayores a 1000 Ul/ml, afectan los parametros de movilidad del
semen refrigerado (Aurich y Spergser, 2007). Por lo cual se ha llegado a la
implementacion de otras estrategias, como la remocion de bacterias por
centrifugacion (Morrell et al., 2014; Morrell y Wallgren, 2011). Aun cuando la calidad
del esperma después de la descongelacion puede no verse afectada por el
antimicrobiano incluido en los diluyentes seminales, se han notificado efectos
positivos en el uso de estos (Andrabi et al., 2016). Cuando se afiadié enrofloxacina
a los extensos, los espermatozoides de toros cebuinos presentaron mayor motilidad
y viabilidad en comparacion con muestras a las cuales se les agregdé estreptomicina
(Ishag et al., 2019). En los diluyentes seminales utilizados para la preservacion del
semen de bufalo, la inclusion de una combinacion de la penicilina y la neomicina
muestran mejores resultados en comparacion con combinacion de penicilina y
estreptomicina con respecto a sus propiedades antimicrobianas (Raheja et al.,
2018).

2.9 Resistencia bacteriana

En el caso especifico de los agentes antimicrobianos, la complejidad del proceso
contribuye a la emergencia y difusion de la resistencia no es exagerada; el
conocimiento sobre estos temas es una de las principales razones por las cuales
hay tan pocos logros en la eficacia, prevencion y control en el desarrollo de
resistencias (Giono-Cerezo et al., 2020; Davies y Davies, 2010). La resistencia a los
agentes antimicrobianos se refiere a microorganismos, como bacterias, virus,
hongos y parésitos, han adquirido resistencia al tratamiento antimicrobiano; esta

resistencia puede producirse de manera natural mientras los organismos se
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adaptan a su entorno, sin embargo, el uso excesivo e indebido de agentes
antimicrobianos en el hombre, animales y plantas ha acelerado drasticamente el
desarrollo de la resistencia (Galvis, et al., 2019; Oteo, et al., 2015). Para minimizar
el surgimiento y la propagacion de la resistencia, es necesario un esfuerzo
multisectorial y multinacional coordinado y concentrado (OIE, 2020). La resistencia
a los agentes antimicrobianos esta definida como un problema de alcance mundial
donde afecta tanto a la salud humana como a la sanidad animal y esté influido por
el uso de agentes antimicrobianos en el concepto de una sola salud; asi pues, es
responsabilidad de estos sectores unir esfuerzos para prevenir o minimizar la
presion selectiva sobre esta resistencia en los microorganismos patégenos al
afectar al hombre o a cualquier otra especie (OIE, 2021). El descubrimiento de
nuevos antibiéticos no sera la solucion para contener la resistencia antimicrobiana,
si no se modifican los comportamientos actuales como administrar antibiéticos sin
consulta médica, entre otros (Quifiones, 2017). El uso de antibiéticos como aditivos
en diluyentes para asegurar la calidad sanitaria de los espermatozoides empleados
en biotecnologia reproductiva y preservarlo del deterioro bacteriano ha sido
informado desde mediados del siglo XX, sin embargo, los efectos nocivos de estos
farmacos sobre la calidad espermatica, asi como su eficacia para controlar el
crecimiento bacteriano en el semen conservado, se ha venido cuestionando

recientemente (Santos y Silva, 2020).

2.9.1 Mecanismos de resistencia

El fendmeno de resistencia tiene un sustrato genético intrinseco o adquirido, se
expresa fenotipicamente por mecanismos bioquimicos; se conoce como resistencia
natural a los mecanismos permanentes determinados genéticamente, no
correlacionables con el incremento de dosis del antibiotico (Calero et al., 2019). La
resistencia adquirida aparece por cambios puntuales en el DNA (mutacion) o por la
adquisicion de éste (plasmidos, trasposones, integrones) (Oteo et al., 2015). Desde
el punto de vista molecular y bioquimico existen basicamente tres mecanismos por

medio de los cuales una bacteria puede hacerse resistente al efecto del antibiético,
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los cuales son: inactivacion del antibiotico, alteracion del sitio blanco del antibiético

y barreras de permeabilidad (Asenjo et al., 2021; Martinez et al., 2014).

2.9.2 Elementos moviles de la resistencia adquirida

El fendbmeno bioldgico de la resistencia depende de la aparicién y conservacion de
los genes de resistencia, como elementos génicos cromosémicos y extra
cromosOmicos, en pocas palabras es la modificacion en el genoma lo cual determina
la aparicion de dichos genes; estos cambios se clasifican en microevolutivos y
macroevolutivos (Oteo et al., 2015). Los primeros son el resultado de mutaciones
Unicas y comprometen nucleétidos pareados, mientras las macroevolutivos afectan
segmentos de DNA,; los plasmidos y transposones son elementos genéticos moviles
donde se transportan los genes de resistencia (Ospino et al., 2018). Los plasmidos
son fragmentos de DNA bacteriano con longitud variable, algunos con capacidad
para replicarse independiente de la maquinaria genética de la célula, dandoles el
apelativo de conjugativos y no conjugativos segun esta capacidad (Asenjo et al.,
2021). Por otro lado, los transposones son secuencias de DNA (doble cadena)
pueden ser traslocados entre cromosomas o de un cromosoma a un plasmido o
entre plasmidos, gracias a un sistema de recombinacion propio; esto sumado a la
capacidad de los plasmidos de trasladarse de una célula a otra, durante la
conjugacion, permite la adquisicion de genes de resistencia entre bacterias de la
misma especie 0 especies distintas lo cual facilita la expansion epidémica de la
resistencia (Martinez et al., 2014). Algunos plasmidos y trasposones poseen
elementos génicos denominados integrones los cuales les permite capturar varios
genes exdgenos determinando la aparicion de una resistencia a varios antibioticos
(Oteo et al., 2015).

2.9.3 Inactivacion del antibiotico

Se realiza mediante la produccibn de enzimas las cuales hidrolizan el
antimicrobiano, son ejemplos de esta la produccién de B-lactamasa; B-lactamasa
de amplio espectro, eritromicina estereasa y enzimas modificadoras de

aminoglucésidos, cloramfenicol, lincosamidas y estreptograminas. Los
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antimicrobianos B- lactdmicos como penicilina, oxacilina, cefalosporinas, actian
inhibiendo la enzima D-alanil D-alanin carboxipeptidasa (PBPS) encargada de la
sintesis de la pared. La B-lactamasa hidroliza el enlace amida del anillo penicilanico
o cefalosporinico resultando un derivado acido inactivo. Se trata de un sistema
enzimatico amplio, comun y eficiente de resistencia frecuentemente producidas por

bacterias Gram negativas (Lepe y Martinez, 2022).

2.9.4 Alteracion del sitio blanco del antibiotico

En este mecanismo de resistencia bacteriana se modifican algunos sitios
especificos de la anatomia celular, como pared celular, subunidad 50s, 30S
ribosomales, etc (Gastelo y Maguifia, 2018). La resistencia a las quinolonas de
bacterias como Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus obedece a la modificacién por mutacion de los genes Gyr A
y Gyr B los cuales codifican para las topoisomerasas Il y IV; caracteristicamente las
mutaciones mencionadas se presentan como cromosémicas y ho como plasmidos.
La rifampicina actia sobre la subunidad 13 de la RNA polimerasa, inhibiendo la
extension del RNA durante su sintesis, esta se presenta cuando cambios en un
aminoacido de esta subunidad alteran la unién del antibiético a la RNA polimerasa
(Asenjo et al.,, 2021). Esta resistencia es comun en enterobacterias y puede
desarrollarse en Staphylococcus, N. meningitis y H. influenza. Respecto a las demas
estructuras ribosomales se encuentran modificaciones a nivel de mudltiples
subunidades como 30S, 50S; el mecanismo de resistencia (ribosomal) a
gentamicina, tobramicina y amikacina es poco frecuente y consiste en la mutacion
del péptido S12 de la subunidad 30S (Holguin et al., 2017; Echevarria, 2015).

2.9.5 Barreras de permeabilidad

Este mecanismo se divide en 2.

2.9.5.1 Eflujo activo: es debido a la presencia de proteinas de membrana
especializadas. Se altera la produccion de energia y se disminuye no solamente la

entrada del antimicrobiano y a su vez las bacterias reducen la concentracion del
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antibiotico y se promueve la extraccion activa del mismo. Confiere resistencia a
tetraciclinas, fluoroquinolonas, cloramfenicol y B-lactdmicos, antisépticos y
desinfectantes de tipo amonio cuaternario (Murray, 2019).

2.9.5.2 Entrada disminuida: debido a la permeabilidad de la membrana externa,

permeabilidad de la membrana interna o las porinas (Hancock, 1997).

2.9.5.2.1 Permeabilidad de la membrana externa: claramente definida en los
microorganismos Gram negativos estos poseen una membrana lipidica externa la
cual constituye una barrera intrinseca para la penetracion del antimicrobiano (Lepe
y Martinez, 2022).

2.9.5.2.2. Permeabilidad de la membrana interna: otra forma de resistencia de la
bacteria consiste en una modificacion energética donde compromete el
transportador anidnico del antibidtico hacia el interior de la célula. La presencia de
capa lipidica en la membrana actia como un mecanismo de resistencia para

medicamentos hidrofébicos (Asenjo et al., 2021).

2.9.5.2.3 Porinas: son canales de difusion presentes en la membrana externa de la
bacteria. De la modificacibn por mutacion de estas proteinas se genera una
disminucion del paso del antibiético. Este es el mecanismo empleado por
Salmonella typhimurium (OmpC) contra cefalosporinas de primera generacion,
Serratia marcescens, E. coli y Pseudomonas aeruginosa contra aminoglucésidos y

carbapenem (Murray, 2019).

2.10 Antecedentes directos

Existen diversos métodos para tratar de contrarrestar el desarrollo de
microorganismos patdégenos en el semen como el agregar antimicrobianos a los
diluyentes seminales, pero este método se ha mostrado ineficaz para erradicar la
carga bacteriana pues diversos autores han reportado la presencia de estos agentes

patogenos multirresistentes en el semen post congelacion (Santos y Silva, 2020),
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como Hernandez et al. (2002) quienes aislaron Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Enterobacter hafniae, Proteus mirabilis, Serratia rubidaea
y Serratia liquefaciens, a partir de 64 muestras de semen de bovino postcongelado
provenientes de 4 empresas dedicadas a la venta de semen congelado en México,
de los antibiéticos utilizados, tanto para organismos Gram positivos y Gram
negativos, donde observaron la resistencia de los microorganismos aislados a la
pefloxacina, ampicilina, cefotaxima y trimetoprim/sulfametoxasol. Patel et al. (2011)
aislaron Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y Proteus vulgaris a partir
de 20 pajillas francesas de semen post congelado de bovinos Holstein Frison y toros
cruzados, en Guyarat, India, dichos aislados mostraron multirresistencia a
eritromicina, tetraciclina y gentamicina. Najee et al. (2012) aislaron Pseudomona
aeruginosa y Stenotrophomonas maltophilia a partir de 100 pajillas de semen de
bovino importadas, en Bagdad, Irak, dichos aislados mostraron una resistencia en
un 100% a gentamicina, tobramicina, amikacina y ceftriaxona. Panchal et al. (2012)
quienes aislaron Micrococcus luteus y Micrococcus spp, Pseudomona aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Proteus spp y Enterobacter spp a partir de 44 dosis de
semen post congelado de bufalos en Guyarat, India, dichos aislados mostraron
resistencia a eritromicina, gentamicina y espectomicina. Chipana (2014) quien aisl6
Pseudomona aeruginosa a partir de semen en post congelacién en un toro en La
Paz, Bolivia, dicho aislado mostré resistencia a ciprofloxacina, cefadroxilo y
cotrimoxazol. Abro et al. (2016) aislaron Micrococcus luteus, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus intermedius a partir de
semen de bovino post congelado en Pakistan, dichos aislados mostraron resistencia
a trimetoprim con sulfametoxazol, amoxicilina y cefalexina. Goularte et al. (2020)
aislaron Aeromonas spp, Enterobacter spp, Enterococcus spp, Escherichia coli,
Staphylococcus spp, Aerococcus spp, Pseudomonas spp, Rhizobium spp, a partir
de 35 pajillas de semen post congelado de bovinos en el sudestes de Brasil, el 100%
de dichos aislados mostraron resistencia a penicilina, el 76.4% presento sensibilidad
a gentamicina y el 40% mostraron sensibilidad a estreptomicina/lincomicina, de
acuerdo a los resultados de prueba de sensibilidad, se utilizaron los mismos

aislados bacterianos para determinar la concentracion minima inhibitoria y la

33



concentracion minima bactericida con los siguientes antibiéticos: gentamicina,
tilosina, lincomicina y un combinado de lincomicina-espectomicina, a partir de 250,

50, 250 y 150/300 pg/ml respectivamente
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. HIPOTESIS

Los agentes bacterianos aislados de semen post congelado de bovinos de los
estados de Sinaloa y Durango presentan resistencia al menos a un antibiético.
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IV. OBJETIVOS
General:

Determinar la resistencia antimicrobiana de las bacterias aisladas del semen post

congelado de bovinos de los estados de Sinaloa y Durango.

Especificos:

1. Cuantificar las bacterias (UFC/ml) presentes en el semen postcongelado
de bovinos de Sinaloa y Durango.

2. Aislar e identificar los agentes bacterianos presentes en semen
postcongelado.

3. Evaluar la resistencia a antimicrobianos de las bacterias aisladas.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1 Descripcion del area de estudio

El estado de Sinaloa se ubica en el Noroeste del pais, entre las coordenadas 22°
31'y 26° 56' de Latitud norte y los 105° 24'y 109° 27' de longitud oeste. El estado
cuenta con una superficie total de 58,200 km? de los cuales corresponden a su
superficie continental y a su superficie insular. El estado de Sinaloa representa 2.9
% de la superficie del pais. Su clima es variado y presenta un relieve muy
accidentado en el oriente, por la Sierra Madre Occidental, una cadena montafiosa
va desde el norte de la entidad hasta el sur, y el suroriente, donde se presentan
cafiones y lomerios. La sierra es inclinada con caidos los cuales bajan hasta los
1000 metros y presenta montafias con altura superior a los 2500 msnm. Las
formaciones de un considerable nimero de serranias desligadas del maciso
montafioso que afloran en su topografia, crean los extensos valles y la planicie
costera del estado. Una de las regiones mas montafiosas de la entidad se localiza
en el municipio de Badiraguato al que pertenecen las Sierras de Surutato, Baragua,
Cuervo de Ciervo, Santiago de los Caballeros, Capirato y otras. Las temperaturas
minimas promedio son alrededor de 10.5°C en el mes de enero y las maximas
promedio pueden ser mayores a 36°C durante los meses de mayo a julio. Las lluvias
se presentan en el verano durante los meses de julio a septiembre, la precipitacion
anual promedio de 790 mm. El sector pecuario en Sinaloa tiene una poblacién en
Bovinos de 1,544,978 cabezas (INAFED, 2020).

El estado de Durango representa aproximadamente el 6.3% de todo el territorio de
México. Es el cuarto estado mas grande y se ubica en el extremo noroeste de la
Mesa del Centro, donde se encuentra con la Sierra Madre Occidental los picos mas
altos del estado. El estado tiene una elevacién promedio de 1,775 msnm, con una
elevacion promedio de 1,750 m en la region de los Valles y 2,450 m en la region de
la Sierra. La ciudad de Durango se encuentra en las estribaciones de la Sierra
Madre Occidental, con una elevacion de 1.857 m. Durango no tiene salida al mar,
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limita con Chihuahua, Coahuila, Zacatecas, Nayarit y Sinaloa. Esta dividido en 39
municipios, segun la Constitucion de México de 1917, y desde entonces se han
realizado varias divisiones adicionales. En la mayor parte del estado el clima es frio
y muy seco. En lo alto de la sierra el clima es mucho mas helado con lluvias en todo
el afo, e invierno con heladas y nevadas (debido a las bajas temperaturas y los
vientos humedos procedentes del Pacifico). Precipitacion anual de 500 mm y una

temperatura promedio de 16°C (Rosas et al., 2021).

5.2 Disefo del estudio

Observacional, descriptivo y por conveniencia (Manterola y Otzen, 2014).

5.3 Definicién de la poblacion.

18 pajillas de semen congelado de sementales bovinos utilizados como

reproductores, 11 pajillas del estado de Sinaloa y 7 pajillas del estado de Durango.

5.4 Obtencién de la muestra

Las pajillas fueron de 0.5 ml almacenadas en nitrégeno liquido hasta su

procesamiento.

5.5 Procesamiento de la muestra

El procesamiento de la muestra se llevd a cabo en el Laboratorio de Bacteriologia y
Micologia, ubicado en las instalaciones de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Auténoma de Sinaloa. Se localiza a 24°46°12.89” de
latitud Norte y 107°21°18.40 longitud Oeste a 80 msnm.

5.6 Cuantificacion bacteriana (UFC/ml).

Se realizaron diluciones seriadas por pajilla a partir de 1:10, 1:100 y 1:1000, para

ellos se utilizé agua peptonada como diluyente, de acuerdo con la técnica descrita
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por Morales (2013). Las diluciones se llevaron a cabo formando una mezcla
homogénea en volimenes con proporcién 1:9 ml del semen y agua peptonada. Para
la primera dilucion (1:10) se utilizé 0.4 ml de semen, en 3.6 ml de agua peptonada,
los cuales se homogeneizaron a través de un mezclador (marca SCILOGEX modelo
MX-S). Para inocular en las placas de agar sangre se tomaron 500 ul de cada
dilucion y se sembraron mediante la técnica de esparcido en placa descrita por Aryal
(2016) por duplicado y se incubaron de 24 a 48 h a 37 °C, trascurrido el tiempo de
incubacion fueron objeto de observacion y conteo para su reporte mediante el uso
de un cuenta colonias, y para calcular el nimero de UFC/ml en cada una de las
muestras se tomoé el nimero de colonias de la dilucién contable, asumiendo una
colonia es igual a una UFC/ml, se multiplicé dicha cantidad por el factor de dilucién

y esa fue la cantidad de UFC/ml de muestra.

5.7 ldentificacion bacteriana

Las colonias macroscopicamente diferentes entre si se resembraron con un asa
microbiolégica debidamente esterilizada en agar sangre y agar MacConkey, estas
colonias se tomaron directamente de las placas. Las placas fueron incubadas 24 h
a 37 °C.

Transcurrido el tiempo de incubacion se tomé lectura del crecimiento bacteriano en
las placas. Para la identificacion presuntiva de las bacterias se tomaron en cuenta
la atmésfera de crecimiento, el medio de cultivo, tamafio, textura, borde y color de
la colonia (Bou et al., 2011).

5.7.1 Pruebas bioquimicas

Se realizaron pruebas bioquimicas para observar el metabolismo bacteriano y
confirmar la identificacion. Estas fueron: catalasa, fermentacion de manitol,
fermentacion a la lactosa en agar Mac Conkey, gelatina nutritiva, citrato de
Simmons, agar de hierro y triple azucar (TSI), agar de hierro y lisina (LIA), medio de
sulfuro indol motilidad (SIM) y pruebas complementarias ureasa y oxidasa (Kaiser,
2017; Bou et al., 2011).
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5.7.2 Frotis fijo y tincién Gram

La diferenciacion entre bacterias se llevo a cabo con la tincion de Gram que es una
tincion compuesta (HYCEL, 2022).

5.8 Susceptibilidad a antibioticos

Para la resistencia en bacterias Gram positivas y Gram negativas, se realizaron
pruebas de inhibicién in vitro utilizando el método de Kirby-Bauer de difusion en
disco (EUCAST, 2022; CLSI, 2021). Una vez identificada la bacteria se procedio a
la realizacion de antibiogramas para comprobar la resistencia bacteriana, para esto
se sembrd un inéculo (2 o 3 colonias) en caldo de soya tripticaseina. Transcurrida
1 h de incubacion, se realizaron mediciones cada 30 min en un espectrofotémetro
para estimar el crecimiento bacteriano a una longitud de onda de 600 nm con una
densidad 6ptica de 0.08 a 0.1 hasta establecer un patrén 0.5 McFarland (1.5x108
UFC/ml). Una vez alcanzado el crecimiento requerido, se tomd un hisopo estéril, se
sumergio en el caldo de soya tripticaseina para impregnarlo con el cultivo, retirando
el exceso de éste al presionar el hisopo contra las paredes del tubo. Luego, con el
hisopo se realiz6 un estriado continuo cruzado en las cajas de petri con agar
Mueller-Hinton, se dejaron reposar las placas 5 min para la absorcion del indculo.
Después, se coloco el multidisco (multibac ID PT-36) para Gram positivos y para
Gram negativos combinados y por ultimo se incubd por 24 h. Esto se realizd por
triplicado. Posterior a esto, se realizé la técnica de micro dilucién en placa descrita
por Sarker et al. (2007) y Goularte et al. (2019), en los casos donde las bacterias
mostraron sensibilidad a los antimicrobianos probados, se determind la
concentracion minima inhibitoria necesaria para tratar estas bacterias, la
preparacion de los antibidticos fue en agua peptonada, para la preparacion se tomé
en cuenta el factor de dilucion (4) para el ajuste de la concentracion del antibiético,
necesaria para cada cepa. Una vez ajustadas las cepas en agua peptonada, se
comenzo con la preparacion de las microplacas de 96 pozos estériles con tapa.

Inicialmente se agrego 50 pl de agua peptonada excepto la primera fila (1 A-H),
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posterior a esto se colocd 50 ul del antibidtico preparado (Penicilina, Ampicilina,
Gentamicina y Sulfametoxazol a 6, 10,10, 25 pg/ml respectivamente) (MERK), en la
fila 1y 2. A partir de la fila 2 se hicieron las diluciones seriadas a 1:1 (fila 2-11) del
antibiotico, después se agregaron 100 ul de caldo Mueller Hinton en toda la placa y
por ultimo se afadié 50 ul del inéculo bacteriano a la fila 1-11 (ajustado a una
longitud de onda de 600 nm con una densidad 6ptica de 0.08 a 0.1 hasta establecer
un patron 0.5 McFarland (1.5x10%8 UFC/ml) un espectrofotometro), al control
negativo se le agregé 50 ul de agua peptonada en lugar del in6culo bacteriano, en
la fila 12 (control positivo) se agrego 50 ul del indculo bacteriano. Después de este
proceso, las microplacas se incubaron a 37 °C por 24 h a 110 RPM. Cada dilucién,
control negativo y control positivo se realiz6 por duplicado.

5.9 Andlisis estadistico

Los resultados de las pruebas de inhibicién se capturaron en Excel y después se
pasaron a SAS 9.0, se establecio un ¢ < 0.05, los supuestos de homogeneidad de
las varianzas (Bartlett) y normalidad de los datos (Kolmogorov-Smirnov) no se
cumplieron, por lo cual los datos se transformaron en rangos utilizando la opcion
PROC RANK, y a estos se les aplic6 PROC GLM (SAS, 2002) para el andlisis de la
varianza con los factores bacteria y antibiético con 12 valores cada uno, el resultado
fue una P<0.05 lo cual indica que al menos una varianza es diferente, sin embargo,
los grados de libertad (GL) del error fueron muy grandes (409), por lo cual se decidi6
agregar el factor interaccion (bacteria*antibiético) para reducirlos, con la interaccién
agregada los GL del error se redujeron (288) y se mantuvo la P<0.05. Utilizando la
opcion de LSMEANS y PDIFF ADJUST = BON se calculé las medias de rango de
los factores y su comparacion con la prueba de Dunn ajustada, los resultados se
pasaron a Minitab 18 y se realizé una grafica de interaccion, los valores de los
factores bacterias y antibiéticos se agruparon en cinco y seis valores

respectivamente.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

De las 18 muestras de semen post congelado de bovinos, en 13 (72.22%)
observamos crecimiento bacteriano, de las cuales se cuantificaron las UFC/ml,
como se puede apreciar en el Cuadro 1, donde 8 de las muestras evaluadas
obtuvieron de 530 a 3280 UFC/ml de semen, de estas, 4 fueron provenientes del
estado de Durango y 4 del estado de Sinaloa, en las muestras restantes 1 fue del
estado de Sinaloa y 4 del estado de Durango, donde se observé de 40 a 340 UFC/m.
Con base en la NOM-092-SSA-1994 las muestras de semen post congelado deben
de contener < 500 UFC/mI de colonias bacterianas para ser considerado apto para
la inseminacién artificial, con base en estos resultados 10 muestras cumplen con la
norma oficial pues el conteo de UFC/ml se encuentra dentro del rango permitido,
mientras las 8 muestras restantes se encuentran fuera de la norma por el conteo
por encima de los 500 UFC/ml, esto indica la necesidad de la toma de muestra de
semen en un ambiente inocuo y del manejo eficiente del equipo utilizado en este
proceso, ademas de la bioseguridad del personal recolector, asi como llevar a cabo
muestreos aleatorios de semen post congelado y realizar el analisis microbiolégico
pertinente en cada recoleccion. Hernandez et al. (2002) cuantificaron 64 muestras
de semen de bovino post congelado, de dichas muestras 44 fueron positivas a
crecimiento bacteriano (68 %) y 20 resultaron negativas, de forma similar al presente
trabajo, su elevado conteo bacteriano implica un mal manejo del semen durante la
congelacion, donde describen a la cuenta total de las bacterias como una
implicacion negativa en el semen al dafar la motilidad y viabilidad espermatica, y
sugieren no deben ser utilizadas las muestras con presencia < 500 UFC/ml para la
inseminacion artificial. Patel et al. (2011) cuantificaron 20 muestras de semen de
bovino post congelado, de dichas muestras 16 fueron positivas a crecimiento
bacteriano con conteos de 2 a 5,947 UFC/ml, esta variacion se adjudica a las
condiciones antisépticas durante la recoleccion seminal, o durante el procesamiento
de esta, lo cual se asemeja a los resultados del presente trabajo, donde se presenta
una variacién en la obtencion de UFC/ml de 40 a 3,280, posiblemente, por las

mismas causas. Panchal et al. (2012), cuantificaron 44 muestras de semen post
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congelado de bufalo, de dichas muestras 9 fueron positivas a crecimiento bacteriano
con conteos de 200 a 1,500 UFC/ml, dichos resultados se pueden deber a la
presencia de antimicrobianos utilizados en el proceso de congelaciéon, en este
trabajo por la inexistencia de datos de antimicrobianos y el desconocimiento de los
diluyentes utilizados no se puede aseverar que la presencia de microorganismos
se deba la utilizaciébn de antimicrobianos. Chipana (2014) en Peru, cuantifico 4
muestras de diferentes sementales bovinos, dichas muestras fueron positivas a
crecimiento bacteriano (100%) con 850, 300, 200 y 250 UFC/ml respectivamente, lo
cual indica se debe de realizar una minuciosa limpieza del prepucio antes de la
colecta y pone en evidencia el uso de dosis seminales con altos conteos de UFC/ml
pueden trasmitir enfermedades a las vacas destinadas a la inseminacion artificial.
El seguimiento de la calidad del semen es frecuente y generalmente eficaz, pero el
control de calidad para procedimientos higiénicos realizados durante la recoleccion
de semen y el procesamiento es cominmente deficiente (Alvarez et al. 2005). El
control de calidad eficiente se puede lograr a través de Sistemas de Analisis de
Peligros y Puntos Criticos de Control (del inglés HACCP), para identificar, evaluar y
controlar sistemas significativamente peligrosos, centrdndose en la prevenciéon en
vez de las medidas de inspeccidn o correctivas. Goularte et al. (2015) desarrollaron
un sistema HACCP en los centros de producciéon de semen bovino, en este sistema
se determinaron como puntos importantes: evaluacion de estado de salud de
animales, lavado del potro y del prepucio del semental, higiene durante la coleccion
seminal, curva de congelacién, identificacién y preparacién de las pajillas. Goularte
et al. (2018) demostraron la implementacion HACCP como una ventaja al momento
de la coleccion y congelacion seminal, pues al implementar este sistema, se logré
la reduccion de contaminacion bacteriana en las pajillas de semen de bovino a

menor costo de produccion.
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Cuadro 1. Conteo de las unidades formadoras de colonia por mililitro.

Estado UFC/ml
Durango 3,280
Durango 1,100
Sinaloa 850
Durango 750
Sinaloa 720
Sinaloa 560
Durango 550
Sinaloa 530
Durango 340
Durango 160
Sinaloa 150
Sinaloa 80
Sinaloa 40
Sinaloa 0
Sinaloa 0
Sinaloa 0
Sinaloa 0
Durango 0

De las 13 muestras de semen positivas a cultivo bacteriano, se aislaron 36
bacterias; de las cuales 22 fueron aisladas de las muestras del estado de Sinaloa
(cuadro 2) y 14 de las muestras provenientes del estado de Durango (Cuadro 3).
De las 36 bacterias aisladas, 23 (63.8%) fueron bacilos y cocobacilos Gram
negativos y 13 (36.1%) cocos y bacilos Gram positivos (Cuadros 2 y 3). Estas
bacterias se agruparon en 14 géneros con base en las caracteristicas morfologicas
coloniales. Hernandez et al. (2002) llevaron a cabo la tincion de Gram para la
identificacion de bacterias aisladas a partir de 44 muestras de semen de bovino post
congelado provenientes de 4 empresas dedicadas a la venta de semen congelado,
se aislaron 66 bacterias, de las cuales 36 (54.54%) fueron bacilos Gram negativos
y 30 (45.45%) fueron cocos y bacilos Gram positivos y se agruparon en un total de
9 géneros. Patel et al. (2011) realizaron la tincién de Gram a partir de muestras de

semen de bovino post congelado, donde aislaron un total de 10 bacterias, de las
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cuales 5 fueron cocobacilos Gram negativos (50%) y 5 fueron cocos y bacilos Gram
negativos (50%), agrupandolos en 4 géneros de acuerdo con sus caracteristicas
morfologicas coloniales. Panchal et al. (2012) realizaron un trabajo para identificar
las bacterias presentes en muestras de semen de bufalo fresco y post congelado,
aislaron 15 bacterias de las cuales 6 (40%) fueron bacilos y cocobacilos Gram
negativos y 11 (60%) fueron cocos y bacilos Gram positivos, agrupandose en 5
géneros diferentes. Morales et al. (2013) llevaron a cabo la tincion de Gram a partir
de muestras de semen congelado de toros del banco nacional de semen en Peru,
reportaron la presencia de 44 bacterias, se agruparon en 6 especies, siendo 10
(22.72%) bacilos y cocobacilos Gram negativos y 34 (77.27%) cocos y bacilos Gram
positivos. Goularte et al. (2020) realizaron la tincidon de Gram a 147 colonias distintas
morfolégicamente obtenidas a partir de semen post congelado de bovino, en las
cuales observaron 9 géneros diferentes de acuerdo con la morfologia colonial
macroscopica y morfologia microscopica siendo 7 (77.77%) cocobacilos y bacilos
Gram negativos y 2 (22.22%) cocos Gram positivos, indicando a la presencia de
estos agentes como fuente de contaminacion externa a las muestras de semen,
posiblemente proveniente del personal y del equipo utilizado para procesar el
semen. Estos trabajos concuerdan con esta investigacion donde se determinaron
bacterias Gram positivas y Gram negativas en semen post congelado, destacando
a la contaminacion bacteriana como un factor no solo se debido al personal o al
equipo utilizado en el procesamiento del semen, sino se pueden agregar otros
factores como los ambientales o bien, presencia de bacterias comensales las cuales

en condiciones adecuadas pueden ser patdgenos oportunistas.

Cuadro 2. Observacién macroscopica, microscopica y reaccion a la tincion Gram de las cepas aisladas a
partir de las muestras del estado de Sinaloa

Muestra Cepa Caracteristicas macroscoépicas Caracteristicas Tincion
microscépicas  Gram

1 1 Betahemolitica, grisacea verdosa, borde liso, Bacilos -
redonda puntiforme

2 Gama hemolitica apariencia seca blanquecina Cocos +
redonda puntiforme

2 3 Betahemolitica apariencia mucosa grisacea Bacilos -

3 4 Amarillenta mucosa redonda borde liso Bacilos -

5 Gama hemolitica blanquecina rosacea mucosa, Cocos +

ondulada fusiforme
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6 Amarillenta mucosa redonda borde liso Bacilos -
7 Grisacea crema consistencia mucosa Bacilos -
8 Betahemoliticas verdosa opaca Bacilos -
9 Rosacea mucosa Cocos +
10 Grisacea mucosa crema Bacilos +
13 Betahemolitica verdosa grisacea mucosa Bacilos -
4 11 Betahemolitica grisacea verdosa 2-3 mm Bacilos -
redonda convexa
12 Betahemolitica verdosa grisacea mucosa Bacilos -
8 18 Puntiforme rosacea crema redonda Bacilos -
19 Betahemolitica palida verdosa amarilla Bacilos -
20 Redonda amarillenta cremosa borde definido Cocos +
21 Gama hemolitica plana lobulado blanco lechosa Bacilos -
9 22 Blanquecino borde lisa plana Cocos +
23 Puntiforme blanquecina plana Cocos +
10 24 Blanquecino borde liso plana Cocos +
25 Blanquecina rosacea mucosa ondulada Cocos +
26 Betahemolitica grisacea verdosa 2-3 mm Bacilos -

redonda convexa

Cuadro 3. Observacion macroscopica, microscopica y reaccion a la tincién Gram de las cepas aisladas a
partir de las muestras del estado de Durango

Muestra Cepa Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas  Tincion
microscépicas Gram
5 14 Grisacea plana ondulada Bacilos -
15 Plana lobulada blanca lechosa Bacilos +
6 16 Betahemolitica verdosa redonda Bacilos -
17 Betahemolitica amarillenta verdosa Cocos +
14 27 Puntiforme amarillenta cremosa Bacilos -
28 Betahemolitica verdosa oscura Bacilos -
15 29 Puntiforme menos de 1 mm de diametro Cocos +
transparente
30 Betahemolitica verdosa oscura Bacilos -
31 Puntiforme redonda convexa amarillo vivo Bacilos -
16 32 Puntiforme blanquecina grisacea convexa Bacilos -
redonda
33 Puntiforme redonda convexa amarillo vivo Bacilos -
17 34 Betahemolitica grisacea verdosa 2-3 mm Bacilos -
redonda convexa
35 Gama hemolitica puntiforme redonda Cocobacilos -
transparente menos de 1 mm de diametro
36 Puntiforme convexa menos de 1 mm de Cocos +
diametro

De acuerdo con las cepas aisladas con identificacidbn presuntiva por métodos
fenotipicos, se realizaron pruebas bioguimicas donde se determiné el metabolismo
bacteriano, los bacilos Gram negativos fueron identificados como Citrobacter spp,

Serratia spp, Proteus spp, Klebsiella spp, Pseudomona spp, Acinetobacter spp,
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Enterobacter spp, y Escherichia coli, el bacilo Gram positivo fue identificado como
Bacillus spp y los cocos Gram positivos como Enterococcus spp, Micrococcus spp,
Staphylococcus spp, Aerococcus spp Y Staphylococcus aureus (Cuadro 4), ademas
conforme las caracteristicas metabdlicas de cada cepa, se introdujeron en el
software ABIS online — Bacterial identification, con esto se confirmo la identificacion
de las cepas y se agruparon en 14 géneros (Cuadro 5). La presencia de dichos
géneros de bacterias puede deberse a un mal manejo durante el procesamiento del
semen e incluso en el caso de las bacterias patdgenas, puede deberse a un proceso
infeccioso en los sementales durante la colecta seminal. Trujillo y Rivera (2002)
aislaron Escherichia coli, Proteus spp y Klebsiella spp, a partir de 2 toros, en semen
fresco, semen precongelado y post congelado, describié la presencia de
microorganismos del grupo coliforme es debido a una contaminacion fecal del
semen al momento de la recoleccion y no por la eliminacién de los microorganismos
desde el tracto reproductivo del toro al momento de la eyaculacion, de igual forma
se considerd la presencia de Escherichia coli como consecuencia de la
contaminacion ambiental o por la posible presencia de la bacteria en las vesiculas
seminales de los toros, desde donde es evacuada durante la eyaculacion, este
trabajo difiere al describir solo la presencia de bacterias Gram negativas, e indica
un éxito al no encontrar bacterias Gram positivas en las muestras. Sin embargo,
Hernandez et al. (2002) aislaron Enterobacter hafniae, Proteus mirabilis, Serratia
rubidaea, Serratia liquefaciens y Staphylococcus aureus, adjudican la presencia de
estas bacterias en semen a una contaminacion durante la recogida del semeny a
la presencia de orina en las muestras del semen, lo cual concuerda con este trabajo
de investigacién por la presencia de Serratia spp. Patel et al. (2011) llevaron a cabo
un trabajo donde identificaron las propiedades bioquimicas de la carga bacteriana
a partir de 20 pajillas francesas de semen de bovino post congelado, las bacterias
aisladas a partir de estas fueron identificadas como Staphylococcus aureus,
Pseudomosa aeroginosa, y Proteus vulgaris. Se comenté la presencia de dichas
bacterias en las pajillas post congeladas son consecuencia de condiciones no
asépticas durante la coleccién o el procesamiento del semen, lo cual concuerda con

el presente trabajo al implicarse condiciones no estériles en el procesamiento de la
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obtencién del semen o bien en su congelacion. En otro estudio, Panchal et al. (2012)
realizaron la identificacion bacteriana a partir de muestras de semen de bufalo
fresco y post congelado, fueron identificadas como Micrococcus luteus,
Pseudomona aeroginosa, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris y Enterobacter
spp, la contaminacion bacteriana se debe a la colecciéon seminal no aséptica o al
procesamiento de esta, esto concuerda con el presente trabajo al presentarse una
contaminacion bacteriana en las muestras de semen post congelado. Najee et al.
(2012) identificaron Pseudomona aeruginosa y Stenotrophomona maltophilia, a
partir de 100 pajillas de semen post congeladas importadas, para la identificacion
de las cepas aisladas realizaron pruebas bioquimicas, la presencia de Pseudomona
aeruginosa se adjudicé al curso de una enfermedad aguda en los sementales al
momento de la colecta y la presencia de Stenotrophomona maltophilia se comenté
esta se encuentra comunmente en el nitrdgeno liquido utilizado para preservar las
pajillas en congelacion. Estos resultados concuerdan parcialmente con la presencia
de Pseudomona spp, sin embargo, no se obtuvo en ningun aislado la presencia de
Stenotrophomona maltophilia, por lo cual se puede aseverar, el nitrogeno utilizado
en las pajillas de este trabajo no esta contaminado con dicho agente. Morales et al.
(2013) llevaron a cabo un estudio donde evaluaron la presencia de bacterias en
muestras de semen congelado de toros del banco nacional de semen en Perq, a
partir de 42 pajillas de semen post congelado a través de pruebas bioquimicas, las
bacterias aisladas fueron Bacillus spp, Pseudomona spp, Micrococcus spp,
Staphylococcus spp y Pasteurella spp, la presencia de estas bacterias puede
deberse al mal lavado del prepucio de los sementales, a los diluyentes utilizados
preparados en condiciones no asépticas o a las condiciones de colecta del semen
a pesar de que los resultados en identificacion bacteriana son similares a este
estudio, excepto por Pasteurella spp, no se puede aseverar si las condiciones de
lavado, de preparacion de diluyente o de colecta fueron las mismas y si es debido
a ello esta presencia. Goularte et al. (2020) realizaron un estudio donde aislaron
e identificaron bacterias a partir de muestras de semen comercial de toro colectado
en distintas etapas durante el procesamiento de dichas muestras, las bacterias

aisladas en el semen empaquetado fueron identificadas mediante el sistema
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automatico compacto Vitek 2 (BioMérieux®) siguiendo las instrucciones del
fabricante, identificaron a Escherichia coli, Enterococcus spp, Staphylococcus spp,
Aerococcus spp, donde indican a las bacterias presentes como fuente de
contaminacion externa a las muestras de semen, posiblemente proveniente del
personal o el equipo utilizado en la colecta seminal. De forma similar, sin haber
utilizado la misma metodologia en la identificacion bacteriana, se obtuvieron los
mismos aislados bacterianos, lo cual coincide con una contaminacion externa al
adquirirlas probablemente por el mal manejo o por condiciones no asépticas en la

colecciéon seminal.
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Cuadro 4. Pruebas bioquimicas de las bacterias Gram positivas y negativas

Forma Bacilos Cocos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Prueba bioquimica
Catalasa + + - - + + + + - + + + + +
Sulfuro - + - - - - - - - - - / - /
Indol - - - - - - - - - - - / - /
Motilidad - - - - - - ++ - + - - / - /
Citrato de + + - + - + - + - - - / - /
Simmons
Agar Triple Azicar K/A+-  A/A-- K/A-- A/A-- K/N-- K/N-- A/A-- K/N-- K/A-- A/A--  N/N / N/N-- /
Agar Hierro Lisina K/A-- K/N-- N/A-- N/N-- N/N-- N/N--  A/A-- A/A-- K/N-- A/A-- N/N / N/N-- /
Gelatina Nutritiva - - - - - - - - - - - / - /
Fermentacién ala - - + - - - - - + / / / / /
lactosa en
MacConkey
Oxidasa + - - + + + - + - + - /
Ureasa - - + - - - - - - - - - -
Fermentacion al / / / / / / / / / - - - - +

manitol

K-Alcalino. A-Acido. N-Neutro. + Positivo — Negativo /No reaccion.
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Cuadro 5. Cepas presentes por muestra

ID Bacteria N° de muestras
presentes
1 Citrobacter sp 3
2 Serratia sp 1
3 Proteus sp 2
4 Klebsiella sp 1
5 Bacillus sp 1
6 Pseudomona sp 3
7 Acinetobacter sp 2
8 Enterobacter sp 6
9 Escherichia coli 2
10 Enterococcus sp 2
11 Micrococcus sp 3
12 Staphylococcus sp 2
13 Aerococcus sp 1
14 Staphylococcus aureus 1

En las muestras de semen post congelado se observdé un alto porcentaje de
microorganismos, lo cual pone en evidencia la transmision de estos patdgenos a
vacas destinadas a la inseminacion artificial, aunado a esto, los microorganismos
encontrados en el presente estudio estan relacionados con una disminucién de la
motilidad, aumento en las aglutinaciones espermaticas y aumento del porcentaje de
acrosomas alterados, al igual, estan asociados a muertes embrionarias, septicemias
y toxemias o directamente afectan al medio ambiente uterino en las hembras, por lo
tanto la adicion de antimicrobianos, en la concentracion adecuada, favorece tanto a
los espermatozoides, como a la erradicacion de agentes patégenos en el semen
post congelado (Trujillo y Rivera, 2002). Aun con la adicion de antimicrobianos a los
diluyentes seminales, se ha reportado la presencia de agentes bacterianos en el
semen pues los componentes nutritivos utilizados en los diluyentes del semen
también favorecen el desarrollo y supervivencia de las bacterias (Duracka et al.,
2021).
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Cuadro 6. Resistencia a antimicrobianos de las cepas aisladas de muestras de semen postcongelado de los estados de Sinaloa y Durango.

Citrobacter sp Netilmicina, nitrofurantoina, cloranfenicol, ampicilina, cefalotina, amikacina, gentamicina

Serratia sp Netilmicina, nitrofurantoina, penicilina, cefotaxima, cefalotina, ceftriaxona,, gentamicina

Klebsiella sp netilmicina, nitrofurantoina, penicilina, ampicilina, ceftriaxona, amikacina, gentamicina y
dicloxacilina

Pseudomona sp Netilmicina, penicilina, cloranfenicol, ampicilina, cefotaxima, cefalotina, trimetoprim con

sulfametoxazol, dicloxacilina

Acinetobacter sp ampicilina, cefotaxima cefalotina

Escherichia coli netilmicina, cefalotina, amikacina, gentamicina y dicloxacilina




Cuadro 7. Bacterias aisladas con su respectiva sensibilidad a antimicrobianos de trabajos similares.

Bacillus sp

Proteus sp, Enterobacter sp

Enterococcus sp

Micrococcus sp

Staphylococcus sp

Aerococcus sp

Staphylococcus aureus

Netilmicina, nitrofurantoina, penicilina, ampicilina, ceftriaxona,
amikacina, gentamicina y dicloxacilina

Netilmicina, nitrofurantoina, penicilina, cloramfenicol, ampicilina,
ceftriaxona, cefalotina, cefotaxima, amikacina, gentamicina,
trimetoprim con sulfametoxazol, dicloxacilina

Netilmicina, nitrofurantoina, penicilina, ampicilina, ceftriaxona,
amikacina, gentamicina y dicloxacilina

Netilmicina, ampicilina, amikacina, gentamicina, sulfametoxazol,
dicloxacilina

Netilmicina, nitrofurantoina, penicilina, ampicilina, ceftriaxona,
amikacina, gentamicina y dicloxacilina

Netilmicina, penicilina, ampicilina, cefotaxima, cefalotina, ceftriaxona,
gentamicina, sulfametoxazol, dicloxacilina

Penicilina, ampicilina, cefotaxima, cefalotina

12
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Las cepas identificadas como Klebsiella sp, Pseudomona sp, Serratia sp y
Escherichia coli, reportadas anteriormente en trabajos relacionados con semen post
congelado de bovino, mostraron multirresistencia a los antimicrobianos probados en
este trabajo, mostrando una resistencia marcada a las familias de los
betalactamicos, aminoglucésidos y cefalosporinas. En especifico Citrobacter sp y
Acinetobacter sp, no se habia reportado anteriormente en trabajos relacionados con
semen de bovino, estas cepas también presentaron multirresistencia a los
antimicrobianos probados. Mientras que las cepas identificadas como Proteus sp y
Enterobacter sp, mostraron sensibilidad a todos los antibioticos probados en el
presente trabajo, por ultimo, Bacillus sp, Enterococcus sp, Aerococcus, sp,
Staphylococcus sp, Micrococcus sp y Staphylococcus sp, mostraron una alta
sensibilidad a las familias de los betalactamicos, nitrofuranos, cefalosporinas y
sulfonamidas. La presencia de multirresistencia en las cepas aisladas de muestras
de semen post congelado indica un mal uso de los antimicrobianos en las
explotaciones, al igual evidencia que los tiempos de congelacién durante el
protocolo de criopreservacion son ineficientes, pues el tiempo requerido para la
accion del antibittico, no es suficiente sobre las cepas bacterianas, o bien las
concentraciones de antimicrobianos presentes en los diluyentes seminales no son
suficientes y las bacterias adquieren resistencia a ellos. Hernandez et al. (2002)
quienes aislaron Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Enterobacter
hafniae, Proteus mirabilis, Serratia rubidaea y Serratia liquefaciens, a partir de 64
muestras de semen de bovino post congelado provenientes de 4 empresas
dedicadas a la venta de semen congelado en México, de los antibioticos utilizados,
tanto para organismos Gram positivos y Gram negativos, observaron resistencia por
parte de los microorganismos aislados principalmente, a la pefloxacina, ampicilina,
cefotaxima y trimetoprim/sulfametoxazol, indicando el uso repetido de ciertos
antibioticos como causa de la resistencia de los microorganismos frente a estos
farmacos. De forma similar a los resultados de este trabajo donde la
multirresistencia se adjudica al mal uso de los antimicrobianos y puede ser al uso
repetitivo de ellos. Las bacterias Gram negativas mostraron mayor resistencia que

las bacterias Gram positivas.
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Najee et al.,, (2012) aislaron Pseudomona aeruginosa y Stenotrophomonas
maltophilia a partir de 100 pajillas de semen de bovino importadas, en Bagdad, Irak,
dichos aislados mostraron una resistencia en un 100% a gentamicina, tobramicina,
amikacina y ceftriaxona, donde reportan el amplio uso de estos antimicrobianos
como la causa del alto porcentaje de resistencia a dichos farmacos, la resistencia
de la cepa Pseudomona aeruginosa, concuerda con la aislada en el presente trabajo
en el caso de la resistencia a las cefalosporinas y los aminoglucésidos. Abro et al.,
(2016) aislaron Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
epidermidis y Staphylococcus intermedius a partir de semen de bovino post
congelado en Pakistan, dichos aislados mostraron resistencia a trimetoprim con
sulfametoxazol, amoxicilina y cefalexina. La sobredosificacion de los
antimicrobianos en las explotaciones representa un grave problema pues esto
puede llevar a una resistencia por parte de los microorganismos causada por este
fendbmeno, es por esto la importancia de las pruebas de sensibilidad a
antimicrobianos para la dosificacidbn correcta, determinacion del periodo y las
condiciones de administracion y comunicacion de los efectos adversos, incluyendo
el desarrollo de la resistencia antimicrobiana (OIE, 2018; Sarker et al. 2007). De las
14 cepas, Proteus spp y Enterobacter spp mostraron sensibilidad al 100% de los
antimicrobianos, donde se prob6 ampicilina, gentamicina, penicilina y
sulfametoxazol indicando las dosis de concentracion minima inhibitoria de 0.31,
0.38, 0.16 y 0.16 pg/ml respectivamente para Proteus sppy 5, 3, 5y 12.5 pg/ml
respectivamente para Enterobacter spp como se observa en el cuadro 7.
Escherichia coli fue tratada con ampicilina y penicilina indicando las dosis de
concentracion minima inhibitoria de 0.63 y 3 pg/ml respectivamente. Y Citrobacter
spp, Serratia spp, Klebsiella spp, Pseudomona spp, Acinetobacter spp,
Enterococcus spp, Micrococcus spp y Staphylococcus aureus fueron tratadas
Gnicamente con sulfametoxazol, siendo 12.5 pg/ml la concentracion minima
inhibitoria necesaria para tratar a todas las cepas. La alta sensibilidad de estas

bacterias a al menos un antimicrobiano es de suma importancia pues permite aplicar
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una concentracion adecuada de antimicrobiano en las dosis seminales para la
inhibicidn bacteriana y evitar la propagacion de enfermedades infectocontagiosas.

Trujillo y Rivera (2002) quienes aislaron Proteus spp, Klebsiella spp, a partir de
muestras de semen fresco y post congelado, dichos aislados presentaron
sensibilidad a gentamicina, tilosina y lincomicina, afirmaron el uso de estos
antibioticos al ser de utilidad para la congelaciéon seminal. Patel et al. (2011) aislaron
Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y Proteus vulgaris a partir de 20
pajillas francesas de semen post congelado de bovinos Holstein Frison y toros
cruzados, en Guyarat, India, dichos aislados mostraron sensibilidad a tetraciclina,
gentamicina, eritromicina y espectinomicina describieron el uso de ampicilina y su
efecto toxico y perjudicial sobre los espermatozoides al usarlos en la
criopreservacion del semen. Panchal et al. (2012) quienes aislaron Micrococcus
luteus y Micrococcus spp, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Proteus spp y Enterobacter spp a partir de 44 dosis de semen post congelado de
bufalos en Guyarat, India, dichos aislados mostraron resistencia a ampicilina y
sensibilidad a eritromicina, gentamicina y espectomicina, describieron el uso de
ampicilina y su efecto toxico y perjudicial sobre los espermatozoides al usarlos en
la criopreservacion del semen. Goularte et al. (2020) aislaron Aeromonas spp,
Enterobacter spp, Enterococcus spp, Escherichia coli, Staphylococcus spp,
Aerococcus spp, Pseudomonas spp, Rhizobium spp, a partir de 35 pajillas de semen
post congelado de bovinos en el sudestes de Brasil, el 100% de dichos aislados
mostraron resistencia a penicilina, el 76.4% presentd sensibilidad a gentamicina y
el 40% mostraron sensibilidad a estreptomicina/lincomicina, de acuerdo a los
resultados de prueba de sensibilidad, se utilizaron los mismos aislados bacterianos
para determinar la concentracion minima inhibitoria y la concentracibn minima
bactericida con los siguientes antibioticos: gentamicina, tilosina, lincomicina y un
combinado de lincomicina-espectomicina (GTLS), incluso con la adicion de
antimicrobianos al semen reducen la contaminacion bacteriana y el riesgo de
transmision de enfermedades via inseminacion artificial, esto no previene el
desarrollo de resistencia a antimicrobianos por parte de los aislados bacterianos y

aun cuando los antibioticos deberian ser adicionados en los extendidos seminales,
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con una concentracion adecuada para permitir el control efectivo de crecimiento

bacteriano, la eficiencia de los GTLS va en descenso.

Cuadro 8. Resistencias antimicrobianas de las cepas aisladas de muestras de semen post congelado de los

estados de Sinaloa y Durango.

Ant Conc 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
NET 30pg R R S R R R S S R R R R R S
NF 30yg R R S R R S S S S R S R S s
PE 10U S R S R R R S S S R S R R R
CL 30pg R S S S S R S S S S S S s s
AM 10yg R S S R R R R S S R R R R R
CFX 30p S | S R R R R S S R S S R R
CF 30pg R R S R R R R S R R S R R R
CTX 30pjg S R S R R S S S S R S R R S
AK 30p R S S R R R S S R R R R | s
GE 10pg R R S R R S S S R R R R R S
STX %5y9 S S S S R S S S |1 S R R R S
DC 1yg S S S R R R S S R R R R R R

R- Resistente I-Intermediario S-Sensible

Figura 1. Gréfica de interaccion de antibidticos y bacterias.
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Comunmente los aminoglucosidos, los betalactamicos y las lincosamidas han sido
las familias de eleccidon a agregar en los diluyentes seminales (Raheja et al., 2018),
pero de acuerdo con los resultados anteriores se puede concluir que los anfenicoles,
los nitrofuranos y las sulfonamidas son las mejores familias de antimicrobianos para
contrarrestar a los géneros bacterianos presentes en los aislados de semen de
bovino post congelados, pues estos presentan una mejor interaccion con las
bacterias. En algunos paises como Brasil y la Union Europea, se recomienda usar
cualquiera de las dos combinaciones como gentamicina, tilosina lincomicina y
espectinomicina o penicilina, estreptomicina, lincomicina y espectomicina (UE
2016/429; Brasil, 2003), al igual en México con la NOM-032-ZO0-1995, la cual dicta
el semen debe ser tratado con los antibidticos de acuerdo con la cantidad obtenida
siendo espectomicina (300 pg/ml), tilosina (50 pg/ml), gentamicina (250 pg/ml) y
lincomicina (150 pg/ml).
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Cuadro 9. Concentracion minima inhibitoria y concentracion minima bactericida por cepa y tratamientos.

Cepal Cepa 2 Cepa3 Cepa 4 Cepa 6 Cepa7 Cepa8 Cepa9 Cepa 10 Cepall Cepa 14
Tx CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
Ampicilina - - - - 0.31 0.63 - - - - - - 5 10 0.63 1.25 - - - - - -
Penicilina - - - - 0.38 0.75 - - - - - - 3 6 3 6 - - 0.05 0.09 - -
Gentamicina - - - - 0.16 0.31 - - - - - - 5 10 - - - - - - - -
Sulfametoxazol 125 25 125 25 0.16 0.78 125 25 125 25 12.5 25 12.5 25 - - 125 25 - - 125 25

Concentracion en pg /ml
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Se ha reportado las implicaciones negativas por la presencia de bacterias en el
semen, pues traen consigo la respuesta inmunitaria local provocando una infiltracién
de leucocitos lo cual conduce a la produccion y secrecion de citocinas, esto esta
asociado con una alta disminucion en el potencial reproductivo, aunado a esto de
las bacterias identificadas, se ha informado la presencia de Escherichia coli como
causa de aglutinacion de los espermatozoides, disminuye la motilidad espermética
y dafia la membrana plasmatica de los espermatozoides, al igual, la presencia de
Micrococcus luteus y Klebsiella pneumoniae provocan una alta disminucion de la
motilidad de los espermatozoides durante el almacenamiento y los toros con
presencia de Pseudonoma aeruginosa en sus tractos reproductivos, tienden a tener
crias deficientes de tamafio y peso. También se ha descrito a los coliformes como
Escherichia coli, Enterobacter spp, Klebsiella spp y Citrobacter spp con frecuencia
estan implicados en ovaritis, metritis, esterilidad y aborto en hembras (Medo et al.,
2021; Duracka et al., 2021; Althouse et al., 2008; Trujillo y Rivera, 2002).
Actualmente la resistencia antimicrobiana es un grave problema de salud publica
pues se encuentra en aumento; entre los factores mas importantes relacionados
con la diseminacion de bacterias multirresistentes esta el uso inapropiado de
antibiéticos y la aplicacién insuficiente de las medidas de prevencion y control (Oteo
y Belen 2015). Adicionalmente, las bacterias tienen la capacidad de mutar o generar
mecanismos de transferencia de genes de resistencia mediante plasmidos,
transposones e integrones; el aumento de la multirresistencia a antimicrobianos en
algunas de las principales bacterias patdégenas supone una amenaza para la salud
animal, salud publica y la salud individual de los pacientes, las infecciones
producidas por bacterias multirresistentes son mas dificiles de tratar, generan una
demora en el inicio de un tratamiento antibiotico eficaz y, como consecuencia,
presentan una peor evolucion y una mayor mortalidad a las producidas por bacterias
sensibles a los antibidticos, es por lo cual la contencion de esta expansion es una
de las prioridades de la salud publica, por tanto, una deteccién precoz de las
infecciones por bacterias multirresistentes es esencial (Calero, et al., 2019; Oteo, et
al., 2015). Recientemente se ha reportado el uso de gentamicina, tilosina,

lincomicina y espectomicina en los diluyentes seminales, aun cuando deberia ser
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evitado su uso, pues la mayoria de las bacterias presentan resistencia a dichos
antimicrobianos (Goularte et al., 2020; Akhter et al., 2013). Es por la multirresistencia
a antibioticos y por la presencia de bacterias patdgenas en el semen post congelado
que el uso de una nueva combinacion de antimicrobianos y una busqueda
tratamientos alternativos es de gran importancia (Calero, et al., 2019). El uso de los
anfenicoles (Santos y Silva, 2020) y las sulfonamidas (Feng et al., 2019) ha sido
demostrado como util para tratar a las bacterias presentes en el semen y no tienen
efectos adversos en él, aun cuando no se ha probado su eficacia en combinacion,
se puede recomendar su adicion a los diluyentes seminales. Otra terapia alternativa
como los bacteri6fagos presenta una gran ventaja pues los fagos pueden
seleccionarse y producirse a gran escala a nivel de laboratorio en meses, estos
tienen la capacidad de crecer exponencialmente en el sitio de la aplicacién potencial
de la bioterapia permitiendo de esta manera un mayor efecto en el sitio de la
infeccion y desarrollar cocteles de fagos para tratar bacterias resistentes es mas
rapido y barato a la elaboracion de nuevos antibioticos; los fagos son especificos
para sus células hospederas lo cual evita la eliminacion de otros microbios
beneficiosos, la aplicacibn de fagos en bioterapia es minima y los efectos
secundarios son nulos 0 muy minimos en humanos, animales y plantas, los fagos
pueden combinarse con otros tratamiento y drogas, como cocteles de fagos y
antibiotico, las bacterias adquieren baja resistencia a fagos y en caso de la
presencia de dicha resistencia hacia ellos, estos tienen la capacidad de mutar por
su naturaleza virica (Alvarez-Cabalceta y Salas-Ocampo, 2021; Prada-Pefiaranda
et al. 2014; Segundo et al. 2010).
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VII. CONCLUSIONES

El 72.2% de las muestras presentaron crecimiento bacteriano y el 44.4% de estas
mostraron concentraciones bacterianas por encima de los limites recomendados
por la norma NOM-092-SSA-1994 (500 UFC/ml), indicando que las condiciones de
colecta y procesamiento del semen no son las mas adecuadas, con implicaciones
negativas en la calidad seminal. Se identificaron 14 cepas bacterianas, 6 Gram
positivas como Bacillus spp, Enterococcus spp, Micrococcus spp, Staphylococcus
spp, Aerococcus spp y Staphylococcus aureus; y 8 Gram negativas como
Citrobacter spp, Serratia spp, Proteus spp, Klebsiella spp, Pseudomona spp,
Acinetobacter spp, Enterobacter spp y Escherichia coli, lo cual indica una
contaminacion cruzada posiblemente debido a una ineficiente técnica de
recoleccion, por el mal manejo del semen en el proceso de congelacion o bien, los
sementales presentan enfermedades asintomaticas causadas por bacterias. Seria
adecuado implementar un Sistema de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de
Control (del inglés HACCP), al momento de la coleccién y congelacion seminal. La
microbiota Gram positiva resulté con alta resistencia antimicrobiana, principalmente
a los aminoglucosidos, betalactamicos y cefalosporinas, asi como la microbiota
Gram negativa mostro resistencia por lo menos a un antimicrobiano de las familias
de los aminoglucésidos, anfenicoles, betalactamicos, cefalosporinas vy
sulfonamidas. Lo cual indica un mal manejo de los antimicrobianos en las
explotaciones, como una sobredosificacion o el uso repetitivo de estos. Se presentd
una alta sensibilidad a los aminoglucésidos, betalactamicos, cefalosporinas,
nitrofuranos, anfenicoles y sulfonamidas por parte de Proteus spp y Enterobacter
spp. La implicacion del presente trabajo sugiere necesaria la busqueda de terapias
alternativas para el control efectivo de la transmision de enfermedades
infectocontagiosas via inseminacion artificial. Una alternativa seria la adicion de
anfenicoles y las sulfonamidas a diluyentes seminales, por lo menos en las
explotaciones de Sinaloa y Durango pues se demostré como Utiles para tratar a las
bacterias presentes en el semen sin efectos adversos en él. Asi como la

implementacion de otras terapias alternativas como los bacteriéfagos.
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