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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar la presencia de genes de Mycoplasma spp.,
Chlamydia spp. y Ureaplasma spp. en muestras de semen bovino criopreservado de origen
comercial mediante la técnica molecular de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
y correlacionar la presencia de los mismos con ciertos parametros de calidad seminal. Para
ello se utilizaron 94 pajuelas de semen bovino criopreservadas de origen comercial,
provenientes de 60 toros de 7 centros de reproduccién. Las muestras almacenadas en
nitrégeno liquido fueron descongeladas y se determiné la movilidad espermética total (MET)
y movilidad rectilinea progresiva (MRP) en dos tiempos (T1: momento de descongelaciony
T2: 120 minutos post-descongelacion). La integridad de la membrana plasmatica (IMP) se
evaludé usando tincién eosina y nigrosina. La funcionalidad de la membrana plasmatica
(FMP) del compartimiento flagelar se determiné mediante el test de endésmosis (Hos-Test).
Se extrajo el ADN de cada pajuela para la deteccion molecular de los genes
correspondientes a Mycoplasma bovis, Mycoplasma bovigenitalium, Mycoplasma
californicum, Ureaplasma diversum y Chlamydia spp. mediante el empleo de técnicas de
PCR con primers especificos, utilizando un termociclador (BioRad). Al finalizar las
reacciones de PCR, se realizé una corrida electroforética en geles de agarosa al 2%, y se
empled bromuro de etidio para observar los amplicones bajo un transiluminador UV-Visible.
Se determiné la presencia de Mycoplasma californicum en 41% (38/94) de las muestras, de
Mycoplasma bovigenitalium en 22% (21/91), Ureaplasma diversum en 11% (11/94),
Chlamydia spp 23S en el 47% (44/94) y Chlamydia spp. 16S en 7% (7/94). No se detecto
la presencia de la secuencia génica de Mycoplasma bovis. Se observo una tendencia de
gue la presencia de genes de U. diversum afecta negativamente la movilidad espermatica
total y la movilidad rectilinea progresiva sin afectar los demas parametros. La presencia de
genes de M. californicum, M. bovigenitalium y Chlamydia spp. (16S y 23S) en las pajuelas
analizadas no afecto las variables de calidad seminal en ninguno de los tiempos evaluados.
Se concluye que es posible detectar genes correspondientes a Mycoplasma californicum,
Mycoplasma bovigenitalium, Ureaplasma diversum y Chlamydia spp. (genes 23Sy 16S) en
semen bovino criopreservado de origen comercial, y que la presencia de Ureaplasma
diversum podria ser capaz de afectar los parametros de motilidad seminal en las muestras

de semen criopreservado analizadas.



1. INTRODUCCION
1.1. GANADERIA BOVINA ARGENTINA

En la Republica Argentina, la ganaderia bovina representa una de las principales
actividades economicas como fuente de produccion de carne y leche (Rojas et al. 2018). El
stock ganadero argentino registrado actualmente es de casi 53 millones de cabezas, dentro
del cual casi 8 millones de cabezas corresponden a vacas y 350 mil a toros (SENASA,
2021). Si bien la produccidén bovina se practica en areas de todo el pais, se pueden
diferenciar cinco grandes zonas agroecoldgicas ganaderas: Regiéon Pampeana, Regién del
Noreste, Region del Noroeste, Regidén Semiarida y Regién Patagonica. Cada una presenta
una calidad de produccion de pastos diferencial que por efecto genera una distribucion

regional caracteristica de la actividad ganadera (Rearte, 2011).

La ganaderia es un factor clave para el desarrollo sostenible en la agricultura. La demanda
y la produccion de productos ganaderos estan aumentando rapidamente, debido al
crecimiento de la poblacion, el aumento de los ingresos y los cambios en el estilo de vida y
las dietas (FAO, 2021). Uno de los principales factores que contribuyen a mejorar el retorno
econémico de una explotacién ganadera es la optimizacion de la eficiencia reproductiva
(Paolilli et al. 2019). La monta natural de cualquier animal doméstico es una practica
habitual para los productores, pero puede generar infecciones entre los animales, crias de
bajo peso al nacer y muertes prematuras que provocan pérdidas econdmicas en los rodeos
de nuestro pais (FAO, 2021). La proporcion de pérdidas reproductivas atribuidas a un
agente especifico varia segun la region, la condicién climatica, el tipo de produccion, las
practicas de manejo, los programas de vacunacion y de control. Entre los agentes mas
frecuentemente asociados a abortos bovinos en la Argentina se encuentran virus
(herpesvirus bovino y el virus de la diarreaviral bovina), bacterias (Brucella abortus,
Campylobacter fetus, Lesptospira spp.) y protozoos (Tritrichomonas foetus y Neospora
caninum); sin embargo, el 50-60% de los abortos estudiados son de etiologia indeterminada
(Rojas et al. 2018). En este sentido, las nuevas biotecnologias reproductivas actuales como,
la congelacion del semen del ganado bovino y su uso en inseminacion artificial, ofrecen al
productor un medio rapido y eficaz para alcanzar los niveles de produccion de leche y carne
deseados, al aumentar el numero de partos de una vaca donante utilizando semen
congelado de los mejores sementales vacunos (CONABIA, 2021). Segun estadisticas

mundiales, mas del 95% de las inseminaciones en bovinos se realizan con semen



congelado (Thibier y Wagner, 2002). Debido a la gran expansion que ha tenido la utilizacion
de semen criopreservado a nivel mundial, aumenta la necesidad de criterios estrictos para
garantizar la bioseguridad de las dosis. Ademéas, muchos microorganismos han logrado
sobrevivir a los procesos de industrializacion del semen e incluso han desarrollado una
amplia resistencia a los antibioticos que se incluyen en los medios (Piasecka-Serafin, 1972).
Sumado al hecho que Argentina, con veinticuatro millones de vientres en produccion y
frente a una demanda creciente de los mercados externos, tiene la oportunidad y el desafio
de desarrollar una ganaderia moderna y altamente tecnificada que permita agregar mas

valor y generar mas empleos y divisas (Paolilli et al. 2019).

1.2. SEMEN BOVINO

El semen bovino se describe como una suspension celular liquida que contiene los gametos
masculinos (espermatozoides) y las secreciones de los érganos accesorios sexuales del
aparato reproductor masculino, que constituyen el plasma seminal, los cuales se mezclan
en el momento de la eyaculacion. El plasma seminal tiene tres funciones esenciales: actia
como vehiculo para los espermatozoides durante el momento de la eyaculacion; sirve de
activador a los espermatozoides previamente no mdviles, y proporciona un medio rico en
nutrientes que mantiene la supervivencia de los espermatozoides después de depositarse

en el aparato genital de la hembra (Carpio-Chuchuca, 2015).
1.2.1. FISIOLOGIA Y MORFOLOGIA DE LOS ESPERMATOZOIDES

Los espermatozoides, son las células germinales masculinas que se producen en el
testiculo (gbnada masculina) mediante un proceso denominado espermatogénesis, donde
adquieren caracteristicas anatOmicas y metabdlicas particulares segun la especie (Lozano,
2009).

Los testiculos se caracterizan por ser glandulas con doble funcion, enddcrina y
gametogénica. Son los 6rganos productores de los espermatozoides y de hormonas
sexuales, testosterona y pequefas cantidades estrégenos. Estan recubiertos por una capa
fina de piel, el escroto, que cumple una funcion de proteccion (Figura 1). Por debajo del
mismo, se encuentra la tanica dartos, equivalente del tejido subcutaneo, que esta
constituido por fibras musculares que reaccionan a los cambios de temperatura

ascendiendo el testiculo dentro de la cavidad escrotal ante bajas temperaturas y



descendiendo cuando las temperaturas superan las necesarias para la adecuada sintesis
espermatica. En la parte externa de los testiculos se ubica la tunica albuginea, que cubre
los tubulos seminiferos conectados a una red testicular que desemboca en el segmento
inicial de la cabeza del epididimo. El conducto del epididimo se divide en tres zonas:
cabeza, cuerpo y cola; y su importancia radica en que es el lugar en el cual los

espermatozoides maduran (Berndston y Desjardins, 1974; Aponte et al. 2005).

Glandulas ™=

Glandulas Cowper -
accesorias Prostata -
Vesicula seminal

Vejiga

Musculo
Vaso deferente retractor
Curvatura
sigmoidea

» Cabeza

Pene ( epididimo
Testiculo » Escroto

Cola epididimo

Figura 1: Esquema del aparato reproductor del toro. Fuente: Ordofiez et al. (2005).

En el estroma testicular, a nivel de los tubulos seminiferos, se lleva a cabo la
espermatogénesis, que inicia con la pubertad del toro y consiste en un conjunto de eventos
que comienza con la division de células fetales germinales para la produccion de
espermatogonias, con base en un control de tipo endocrino, paracrino y autocrino. El lumen
de los tubulos seminiferos se establece aproximadamente entre los 5 y 8 meses de edad
del ternero producto de la produccion de un pico de la hormona foliculo estimulante (FSH)
gue da lugar a una elevada proliferacion de células de Sertoli, elongacion de los tubulos

seminiferos, al igual que incremento en el didmetro de los mismos. Cuando la mayoria de



estas células diferenciadas aparecen por primera vez en el lumen del tabulo seminifero, el

animal alcanza la pubertad (Lozano, 2009).

En el proceso de espermatogénesis, a partir de cada espermatogonia se producen cuatro
espermatocitos haploides que permanecen unidos entre si por puentes citoplasmaticos y a
la vez estan en comunicacion con la célula nutricia o de Sertolli. Estas Ultimas, a partir de
moléculas sefializadoras inducen el proceso denominado espermiogénesis o metamorfosis
gue convierte las espermatides en espermatozoides. Se reconocen cuatro fases
caracteristicas en esta transformacion: fase de Golgi, fase de encasquetamiento, fase
acrosomal y la fase de maduracion (Berndston y Desjardins, 1974; Aponte et al. 2005). Al
finalizar, los espermatozoides son células alargadas, casi desprovistas de citoplasma,
cubierta en su totalidad por la membrana plasmatica (Figura 2). Estan dotadas de una
cabeza aplanada portadora de un gran nucleo compuesto por cromosomas altamente
condensados; el extremo anterior del nlcleo espermatico esta cubierto por el acrosoma que
les permite interactuar y penetrar el ovocito secundario para dar lugar a la fecundacion.
Ademas, presentan una cola provista por un flagelo que les otorga movilidad, gracias a una
serie de mitocondrias ubicadas en la region anterior que producen adenosin trifosfato
(ATP), la fuente de energia necesaria para mantener su motilidad ya que tienen poca
actividad biosintética y dependen en gran medida de su funcién catabdlica para mantener
su vida. También estan provistos de un pequefio reticulo endoplasmico y aparato de Golgi
gue contribuyen a mantener la integridad de su membrana. Un cuello une la cabeza del

espermatozoide con la cola flagelada (Barbas y Mascarenhas, 2009).

Para adquirir su capacidad fecundante, los espermatozoides sufren tres procesos
fisiologicos: maduracion epididimaria, capacitacion y reaccion acrosomal. La maduracion
del espermatozoide se produce con el transito de los espermatozoides a través del
epididimo hacia el conducto deferente. Durante la misma, las células sufren modificaciones
fisicas y quimicas en la membrana plasmatica, que incluye cambios en su composicién

lipidica y proteica y en los componentes estructurales (Datta et al. 2014).
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Figura 2: Morfologia espermética. Fuente: Ordofiez et al. (2005).

1.2.2. EVALUACION DE LA CALIDAD SEMINAL EN TOROS

El conocimiento de la fertilidad o de la capacidad fecundante de cada toro es uno de los
principales objetivos en la produccion de semen bovino (Ordofiez et al. 2005). Post-
descongelacion del semen utilizado para la produccion de pajuelas, mediante su evaluacion
se pretende conocer si ese eyaculado fue capaz de superar el proceso de congelacion-
descongelacién. Los factores que pueden afectar las determinaciones de calidad seminal
corresponden a factores intrinsecos del semen o factores de manejo del mismo (como la

falta de nitrogeno liquido en el termo de almacenamiento) (Catena et al. 1999).

Las cualidades que deben tener los espermatozoides de un eyaculado fecundante son:
motilidad progresiva, morfologia normal, metabolismo energético activo, capacidad para

desarrollar una motilidad hiperactivada, integridad estructural y funcionalidad de la
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membrana, integridad de las enzimas asociadas con la fecundacion, capacidad de
penetracion y transferencia Optima del material genético (Ordofiez et al. 2005). Sin
embargo, en la evaluacion de semen congelado se tienen en cuenta al menos tres
parametros basicos: viabilidad post-descongelacién, morfologia y numero de
espermatozoides con motilidad progresiva por dosis inseminante, determinados
inmediatamente después de descongelado el semen y luego de 2 horas de incubacion. Los
cuales, a su vez pueden correlacionarse con la fertilidad y calidad del eyaculado (Catena et
al. 1999).

La motilidad es uno de los pardmetros mas importantes del analisis seminal ya que ofrece
una descripcion general de la movilidad espermatica. Consiste en evaluar el porcentaje de
espermatozoides maviles, asi como el tipo de movimiento que presentaba la media de una
poblacidén espermatica. La exactitud y precision del andlisis esta limitada por las condiciones

del sistema de medida y por la destreza del observador (Ordofiez et al. 2005).

La falta de integridad de la membrana plasmatica esta asociada con la pérdida de viabilidad
celular, pero una membrana plasmatica intacta no siempre indica que la célula sea viable.
El procesado del semen, incluida su criopreservacion afecta primeramente a sus
membranas, modificando su organizacion, permeabilidad y composicion lipidica. Las
membranas espermaticas que pueden verse afectadas por la criopreservacion incluyen la
membrana plasmatica, la membrana externa del acrosoma y las membranas
mitocondriales. El andlisis de la integridad de la membrana constituye una informacion
importante en la evaluacion de la fertilidad del macho, ya que esta integridad no sélo es
fundamental para el metabolismo espermatico sino también lo es para una adecuada
capacitacion y reaccion acrosdmica. Entre las pruebas desarrolladas, se destaca el test de
endosmosis que consiste en someter a los espermatozoides a un medio de presion
osmotica mas baja que la fisiolégica, lo que causa una entrada de agua en la célula en un
intento de equilibrar la presién osmotica interna con la del medio externo. Esto ultimo,
provoca hinchamiento y enrollamiento del flagelo. Para que esta respuesta se produzca, la
membrana plasmatica del espermatozoide debe estar funcional y con los mecanismos de
intercambio de fluidos trabajando correctamente; por lo contrario, las células con la
membrana funcionalmente dafiada no experimentan dichos cambios (Ordofiez et al. 2005;
Catena et al. 1999).
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El analisis morfoldgico de los espermatozoides es otra de las evaluaciones importantes que
permite conocer las caracteristicas de una muestra seminal, ya que su analisis se relaciona
directamente con la proporcién de espermatozoides anormales en el eyaculado, el tipo de
defecto morfolégico y su relacién con la fertilidad in vivo de los toros. La coloracion de
eosina-nigrosina es ideal para evaluar la morfologia espermatica (Ordofiez et al. 2005;
Catena et al. 1999).

Para cada una de estas evaluaciones, un conteo de 100 células es satisfactorio cuando no
existen problemas mayores. Cuando un gran numero de defectos espermaticos esta
presente, hasta 500 células deben ser contadas para obtener un espermograma preciso.
Se exige un 70% de células normales. La sumatoria de la informacion que cada una de
ellas (interpretada correctamente) brinda por separado, permite efectuar una prediccién de

la fertilidad potencial de un determinado semen (Catena et al. 1999).
1.2.3. MICROBIOLOGIA DEL SEMEN BOVINO

En la biota saprofitica del prepucio de toros donantes sanos habitan especies bacterianas
que, bajo las condiciones ambientales adecuadas, pueden comportarse como patégenos
oportunistas. En consecuencia, estos microorganismos oportunistas aprovechan las
condiciones del medio para sobrevivir, por lo que es practicamente imposible la obtencion
de semen estéril (Wierzbowski, 1981; Puerta Suarez et al. 2015). Las bacterias
contaminantes del semen pueden ser clasificadas como patdégenas, potencialmente
patégenas o no patégenas (Patel et al. 2012). Dependiendo del tipo de bacterias, una
proporcion de espermatozoides-bacterias (unidades formadoras de colonias [UFC]) de
aproximadamente 1:1 hasta 100:1 en una muestra, es suficiente para generar efectos no
deseados en las dosis de semen y condicionar su fertilidad (Auroux et al. 1991). Algunas
bacterias pueden alterar la calidad espermatica afectando su estructura, reduciendo la
motilidad, o provocando una reaccion prematura del acrosoma; incluso contaminar y afectar
el tracto reproductivo de la hembra (Bolarin-Guillén, 2011). Por lo que su presencia, podria
representar un riesgo significativo desencadenando procesos de infertilidad o infecciones

en el tracto reproductivo de la hembra (Wierzbowski, 1981; Puerta Suéarez et al. 2015).

Las exigencias sanitarias vigentes establecen que los toros donantes de semen deben estar
libres de entidades infecciosas especificas como brucelosis, leptospirosis,

campilobacteriosis, rinotraqueitis infecciosa bovina, diarrea viral bovina, tuberculosis y
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leucosis infecciosa bovina, conocidas por ser transmisibles a través del semen. La
Organizacion Mundial de Sanidad Animal afirma que ciertos microorganismos saprofitos
(OIE, 1996), que no son detectados en las pruebas de diagndstico de rutina durante la
cuarentena de los reproductores donantes, son capaces de contaminar el semen de los
toros sanos (Catena y Cabodevila 1995; Thoen et al. 1977). Por lo que se podria inferir que
el semen bovino representa un potencial factor en la transmision y difusion de agentes
microbianos, y su identificacion podria permitir dilucidar si tienen la capacidad de ocasionar
enfermedades de alto impacto en la produccién animal (Hare 1985; Hutchinson 1996).

Ademas de las posibles contaminaciones microbianas de origen animal como las descriptas
anteriormente, existen fuentes de contaminacién microbiana no animal, que estan
relacionados con la utilizacion de materiales no esterilizados, equipos, malas condiciones
higiénicas, y/o la contaminacion humana (Althouse y Lu, 2005). La contaminacion
bacteriana del semen puede ocurrir en cualquier momento durante la produccion de las
dosis de inseminacion, pero la principal fuente de contaminacién se vincula a la colecta
(Eaglesome et al. 1997). A pesar de que en la practica se han adoptado varios
procedimientos para minimizar la presencia de contaminantes en el semen (fundamentados
basicamente en la higiene y desinfeccidn rigurosa de los toros antes de la recoleccion), han
sido poco eficaces, haciendo necesaria la adicién de antibidticos en los diluyentes para la
conservacion del semen. Sin embargo, diferentes estudios han demostrado que mas del
90% de las bacterias aisladas de semen diluido son resistentes a los antibiéticos utilizados
(Londra et al. 2021). Debido a que el proceso de criopreservacion ha fracasado en controlar
el crecimiento bacteriano después de la descongelacion, en el comercio mundial de semen
congelado de toros aumenta la necesidad de criterios estrictos para garantizar la

bioseguridad del semen criopreservado (Bolarin-Guillén, 2011)

1.3.ROL DE LA CRIOPRESERVACION DE SEMEN Y LA INSEMINACION
ARTIFICIAL EN LA PRODUCCION BOVINA

La implementacion de biotecnologias reproductivas, como la criopreservacion de semen y
la inseminacion artificial (1A), permitio difundir germoplasma a nivel mundial (Ferré et al.
2020) y aumentar la eficiencia reproductiva de los animales destinados a la produccién de
leche, lana, pelo y carne, con el fin de aprovechar el potencial biolégico de especies o razas

genéticamente valoradas a un ritmo mucho mas rapido. En el bovino, generalmente se
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obtienen buenas tasas de fertilidad con dosis que contienen aproximadamente 20 millones
de espermatozoides, permitiendo desarrollar programas de reproduccion y seleccion que
contribuyen a aumentar la produccion de esta especie doméstica (Rodriguez et al. 2011;
Palma, 2008; Cérdova-lzquierdo et al. 2011).

Los primeros antecedentes de criopreservacion espermatica remontan al siglo XVII,
consiste en un proceso secuencial de reduccién de temperatura, deshidratacion de la
célula, congelacion, almacenamiento y descongelacion (Rasit Ugur et al. 2019; Hermes et
al. 2019). Permite la conservacion de semen por tiempos prolongados mediante la
detencién de los procesos bioldgicos que sufren los espermatozoides desde la eyaculacién
hasta la fecundacion (Williams, 2013). Por otro lado, la IA fue practicada por primera vez en
el siglo Xll y hasta la actualidad su metodologia no sufri6 cambios significativos. Consiste
en el depdsito directo del semen en el Gtero de las vaquillonas, impidiendo que ocurra el
efecto bactericida de la secrecion cervicovaginal producida durante el estro (Thibier, 1990).
Un requisito indispensable para el desarrollo de la inseminacion artificial es que el semen
utilizado mantenga su capacidad de fertilidad después de haber sido criopreservado, ya
gue un pequefio numero de toros seleccionados es utilizado para inseminar una extensa
poblacion de hembras (Ordofiez et al. 2005). Sin embargo, son multiples los posibles
factores que pueden afectar la calidad del semen: por un lado, la criopreservacién es capaz
de afectar el nUmero de espermatozoides viables porque los espermatozoides estan sujetos
a una serie de alteraciones en su estructura, tales como dilatacién, rotura y cambios de
permeabilidad a nivel de la membrana, dando como resultado una prematura capacitacion
espermatica, lo que afectaria la vida media de los espermatozoides y su capacidad
fertilizante (Lozano, 2009). Por otro lado, muchos patégenos y bacterias de la biota de la
cavidad prepucial, como también los contaminantes de origen no animal, sobreviven a los
procesos de industrializacion tales como dilucién, congelacién y almacenamiento a -196°C
en nitrégeno liquido siendo un riesgo para los animales, ya que algunos agentes son
zoonoticos (Ronald y Prabhakar, 2001; Eaglesome y Garcia, 1997). Los diluyentes
utilizados para congelar semen, tienen la capacidad de proteger a los espermatozoides
durante el descenso térmico y congelacion, proporcionan los nutrientes necesarios para
prolongar la viabilidad celular del esperma in vitro, y contienen antibidticos para controlar la
contaminacion bacteriana (como penicilina y estreptomicina) que pueden contaminarse.

Los componentes nutritivos utilizados en los diluyentes del semen favorecen el desarrollo y
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la supervivencia de las bacterias resistentes a los antibioticos presentes en el diluyente, lo
gue trae como consecuencias el crecimiento microbiano, la acumulacion de toxinas y
productos del metabolismo bacteriano que generan un efecto espermicida directo (Pineda
y Santander, 2007). Ademas, la problematica se incrementa con el desarrollo de resistencia
a los antibidticos por parte de los microrganismos involucrados (Thibier y Guerin, 2000). Por
otro lado, el nitrogeno liquido que se utiliza para el almacenamiento de semen podria actuar
como una fuente insospechada de contaminacion al convertirse en un criopreservante

eficaz de patdgenos (Marques et al. 2009; Mazurova y Krpatova, 1990).

Por todo esto, el uso combinado de la criopreservacién con la IA no esta exenta de riesgos
y podria convertirse en una via de diseminacion de enfermedades infecciosas. Por ello, los
Centros de IA deberian efectuar controles periédicos a los toros donantes de semen para

gue los mismos estén libres de enfermedades infecciosas.

1.4.MICROORGANISMOS DIFICILES DE CULTIVAR ASOCIADOS CON
AFECCIONES CLINICAS REPRODUCTIVAS EN EL GANADO BOVINO

Es importante considerar la multiplicidad de agentes involucrados en las infecciones
reproductivas y la importancia de la vigilancia epidemiologica permanente (Campero et al.
2000). Las afecciones reproductivas comprenden desde abortos (muerte embrionaria y/o
fetal) hasta la pérdida del ternero a los pocos dias de vida. Se calcula que las enfermedades
infecciosas reproductivas reducen alrededor del 10% la tasa anual de destete (Rojas et al.
2014; Rojas et al. 2018). A pesar de los esfuerzos realizados para prevenir la difusion de
agentes patogenos en el ganado bovino, las infecciones desencadenadas por
microorganismos bacterianos, virales o protozoarios son una significativa situacion por
resolver. Una correcta identificacion del agente causal constituye una herramienta esencial
gue permitira implementar medidas de control y prevencion sanitarias adecuadas. A su vez,
multiples factores condicionan un correcto diagnéstico etiolégico como por ejemplo: el
tiempo transcurrido desde su hallazgo, el grado de contaminacion, el tipo y el volumen del

material enviado (Rojas et al. 2014).

Entre los agentes bacterianos contaminantes vinculados a trastornos clinicos en bovinos,
se encuentran las especies que comprenden los géneros Mycoplasma spp, Chlamydia spp
y Ureaplasma spp (Fish et al. 1985). Estos agentes no son evaluados de manera rutinaria

en los examenes convencionales que incluyen la calidad microbiol6gica del semen
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(SENASA, 2008). Ademas, su dificil aislamiento e identificacion genera que actualmente
sea poco el conocimiento que hay de los mismos, principalmente en cuanto a su
patogenicidad, su modo de actuar e invadir los diferentes érganos de los animales, y cuéles

podrian ser los posibles nexos que colaborarian en su transmision entre los bovinos.

1.4.1. Mycoplasma spp.

El género Mycoplasma pertenece al phylum Tenericutes, clase Mollicutes, familia
Mycoplasmataceae, comprende alrededor de doscientas especies y esta representado por
catorce géneros ampliamente distribuidos en plantas, insectos, seres humanos y animales
(Neres Santos Junior et al. 2021). Tienen un tamafio de genoma muy pequefio que varia
entre los 0.58-1.4 millones de pares de bases (Mbp), en torno al mismo se los puede
diferenciar en los géneros Mycoplasma y Ureaplasma que presentan entre 580-1,350 pares
de kilobases (Kbp) y en los géneros Acholeaplasma, Spiroplasma, y Anaeroplasma que
muestran entre 790-2,200 Kbp. Presentan un genoma reducido de &cido
desoxirribonucleico doble cadena (ADNdSs) circular, con bajo contenido de G+C (23-40%).
Al igual que en las bacterias, en los Mycoplasmas los genes de ARNr (16S-23S-5S) estan
separados por regiones espaciadoras de transcriptos internos (ITS), cuya secuenciacion y
andlisis de dichas regiones han permitido identificar una gran variabilidad interespecies
entre la familia Mycoplasmataceae. De hecho, esta regién se ha propuesto como marcador
genético complementario para la identificacion de las diferentes especies que comprenden

al género Mycoplasma (Parker et al. 2018; Neres Santos Junior et al. 2021).

Son organismos de vida libre, autorreplicantes que se reproducen por fision binaria y
generan formas pleomorficas, filamentosas y multinucleadas que pueden ser observadas
mediante microscopia electronica. Carecen de pared celular de peptidoglicano, esto podria
explicarse a que genes no esenciales se perdieron por reduccion genémica y que estos
microorganismos evolucionaron a partir de bacterias Gram-positivas por evolucion
degenerativa. Debido a esto, al utilizar la tincion de Gram se pueden observar en un
microscopio optico con una coloracion roja. Tienen una membrana celular trilaminada con
esteroles y una variedad de estructuras proteicas (como las proteinas de membrana
asociadas a lipidos) que representan importantes factores de virulencia (Parker et al. 2018;
Neres Santos Junior et al. 2021). En cuanto a su metabolismo, no presentan capacidad de

fermentar glucosa ya que carecen de la via de la arginina deshidrolasa para obtener
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trifosfato de adenosina (ATP), sumado a que presentan el ciclo del acido tricarboxilico
incompleto y carecen de quinonas y citocromos. Ademas, no tienen la capacidad de
fosforilaciébn oxidativa efectiva como posible mecanismo generador de energia. En
consecuencia, requieren suplementos adicionales para su crecimiento en condiciones de
laboratorio, donde la absorcion de nutrientes extracelulares y precursores biosintéticos
(aminoacidos, nucledtidos y esteroles) son esenciales. Ademas, se observd en algunas
especies de Mycoplasmas que su metabolismo depende de las condiciones del
microambiente en el que se encuentran, lo que explicaria su capacidad de colonizar
diferentes nichos y huéspedes, entre ellos rebafios de animales domésticos con gran

interés agrondémico (Neres Santos Junior et al. 2021).

En los animales tienen la capacidad de comportarse como comensales, saprofitos o
patdgenos. Generalmente colonizan las superficies de las mucosas respiratoria, urogenital,
conjuntival, el tracto gastrointestinal y glandula mamaria, pudiendo generar mastitis,
enfermedad respiratoria, otitis, artritis, trastornos reproductivos, meningitis y conjuntivitis.
Incluso, algunas especies de Mycoplasma se han asociado con abortos consecuencia de
infeccion de la placenta y del aparato respiratorio del feto. Ademas, pueden persistir como
portadores sanos donde los Mycoplasmas pueden llevar un estilo de vida parasitario
persistente. Todas estas manifestaciones clinicas pueden observarse al mismo tiempo en
un rodeo afectado por Mycoplasma (Santos Junior et al. 2021; Calvinho y Neder, 2013).
Presentan poca respuesta al tratamiento antibiético debido en parte a que estos organismos
carecen de pared celular y no son afectados por los antibiéticos (beta lactamicos, penicilinas
y derivados) con distinto mecanismos de accion, que son usados con frecuencia para tratar
mastitis y otras afecciones. Entre las especies de Mycoplasma con mayor importancia
agronomica en el ganado bovino se incluyen Mycoplasma bovis, Mycoplasma
bovigenitalium y Ureplasma diversum. Su presencia se asocia con casos agudos de mastitis
gue no responden a los tratamientos usuales con antibidticos, siendo capaces de afectar
mas de un cuarto mamario y la calidad de la leche, la cual se observa descolorida,
aguachenta, con color pardo y grumos. Existen reportes que describen la presencia de
diversas especies de Mycoplasma en el tracto urogenital y respiratorio bovino, asi como en

fetos abortados (Calvinho y Neder, 2013; Neres Santos Junior et al. 2021).

Las especies del género Mycoplasma son capaces de generar infecciones en los érganos

reproductivos del toro y pueden aislarse del semen en forma intermitente (Calvinho y Neder
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2013). En estudios previos se aislaron especies de Mycoplasmas en la rete testis,
epididimo, conductos deferentes, prostata y glandulas bulbouretrales por lo que se cree que
la biota prepucial es la mayor fuente de contaminacion del semen (Fish et al. 1985).
Mycoplasma bovis, Mycoplasma bovigenitalium y Ureaplasma diversum son patdgenos
poco estudiados en el tracto genital y podrian estar involucrados en alteraciones
espermaticas como pérdida de movilidad como con Mycoplasma bovigenitalium
(Jurmanova y Sterbova, 1977), vesiculitis, epididimitis causados por Mycoplasma bovis y
Mycoplasma bovigenitalium respectivamente (Erno y Blom, 1972), endometritis causada
por Mycoplasma bovis (Hartman et al. 1964), vulvovaginitis granular, infertilidad y abortos
a causa de Ureaplasma diversum (Doig et al. 1981). Su naturaleza sumamente contagiosa,
SuU escasa respuesta a tratamientos con antibiéticos tornan necesario e importante su
diagnostico rapido y preciso, para el control y la prevencién de brotes de las enfermedades
gue son capaces de generar. Hay evidencias que la IA con semen infectado con
Mycoplasma spp. resulté en un diestro prolongado lo que sugirié que Mycoplasma es capaz
de iniciar un proceso patolégico en el Utero de las vaquillonas (Parker et al. 2018;
Pohjanvirta et al. 2020). En vacas adultas, se asocia su presencia a casos de vulvovaginitis
con granulaciones o papulas en la mucosa vaginal y con abortos consecuencia de infeccion
de la placenta y del aparato respiratorio del feto. En terneros, son capaces de generar
cuadros de artritis que pueden afectar desde una hasta varias articulaciones que
generalmente se las puede observar hinchadas y con aumento de la temperatura,
provocando que los animales afectados tengan dificultad para levantarse y caminar.
Ademas, en terneros se observd que pueden colonizar la mucosa del pulmén y generar
neumonia (en casos asociados con otras bacterias y virus). También se los asocia a casos
de meningitis, observandose a los terneros echados, aletargados y renuentes a
alimentarse, y en casos de otitis observandose la cabeza inclinada y orejas caidas y
presencia de abscesos superficiales en la zona del pecho y los flancos, asi como
conjuntivitis (Calvinho y Neder 2013). Por lo mencionado anteriormente, puede decirse que

Mycoplasma es capaz de afectar a todas las categorias de animales.

Tradicionalmente, la identificacion y deteccion de especies del género Mycoplasma se
realiza mediante cultivo microbiano debido a su simplicidad y bajo costo, pero esta
metodologia tiene varias limitaciones. Debido a la simplicidad estructural de estos

organismos, el medio utilizado para cultivarlos debe ser estrictamente especifico para
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satisfacer su elevada demanda nutricional, como medios enriquecidos con infusion de
corazon de res, suero, extracto de levadura, peptona y otros suplementos que requieren un
buffer con un pH final de 7,3-7,8. Por otro lado, el aislamiento de Mycoplasma a través de
los medios cultivo puede verse comprometido por el crecimiento excesivo de otras bacterias
de crecimiento mas rapido lo que hace que su identificacion se vuelva muy dificil y hasta
imposible, siendo necesario que se incorpore al medio antimicrobianos o antibiéticos.
Ademaés, en sucesivos trabajos se han informado que el limite de deteccion de
Mycoplasmas utilizando medios de cultivo es muy bajo, sumado a que presentan una tasa
de crecimiento lenta, con colonias que no son visibles hasta un minimo de 5 a 10 dias,
complicando la realizacion de un diagndstico rapido. Por otro lado, las muestras deben
almacenarse a 4°C y cultivarse lo antes posible para evitar posibles falsos negativos. Por
ultimo, en los medios de cultivo puede observarse el crecimiento de especies de
Acholeplasma, que repetidamente se aislan junto con las especies de Mycoplasma,
haciendo muy dificil su diferenciacién, ya que ambos presentan una morfologia de colonia

similar, con forma de “huevos fritos" (Parker et al. 2017).

Actualmente, el uso de metodologias moleculares como PCR, mediante la amplificacién de
secuencias génicas conservadas, permite suplir estas limitaciones para detectar diferentes
especies de microorganismos, ya que a partir de varios tipos de muestras demostrd
proporcionar una mayor eficiencia, especificidad y sensibilidad para el diagnéstico de
laboratorio en comparacion con las metodologias de diagnostico convencionales (Parker et
al. 2018). Sin embargo, a pesar gque se han desarrollado varias técnicas moleculares de
PCR dirigidas para amplificar la region espaciadora de ARNr 16S-23S y permitir la
identificacion de especies de Mycoplasma spp. en investigaciones de brotes de
enfermedades (Tang et al. 2000), actualmente en Argentina hay pocos reportes
bibliograficos sobre la identificacion de las diferentes especies de Mycoplasmas que pueden
estar presentes en el semen bovino, su efecto sobre la calidad de los espermatozoides, su
posible patogenia y alcance de infeccion entre bovinos. Por lo que, la generacion de estos
antecedentes podria permitir, frente a un brote de enfermedad causado por Mycoplasma,
proporcionar un diagnéstico rapido mediante el empleo de técnicas de PCR para su
deteccion, y podria facilitar la toma de decisiones oportunas respecto al ganado

clinicamente afectado y mitigar el riesgo de transmision entre bovinos.

1.4.1.1. Mycoplasma bovis
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Mycoplasma bovis (M. bovis) se aislo por primera vez en Estados Unidos (América del
Norte) en 1961, producto de un caso grave de mastitis en un rebafo lechero, que
experimento un brote que afectdé a mas del 30% de los animales (Gonzalez et al. 1992). En
Argentina, se aislaron vy tipificaron cepas de Mycoplasma spp. en el 2000 a partir de un
brote clinico de mastitis en una granja lechera de la provincia de Buenos Aires (Cerda et al.
2000). Es un importante patégeno bovino que produce un efecto debilitante sobre el
bienestar animal que va acompafiado de sustanciales pérdidas econémicas para el sector
productor. Se considera como el agente etiolégico de mastitis, artritis, neumonias e
infertilidad en ganado bovino. M. bovis es aislado frecuentemente en casos de mastitis
bovina (Hotzel et al. 1993), y una vez establecido en un rebafio de ganado puede ser dificil
de erradicar. Los esfuerzos para desarrollar vacunas eficaces no han tenido éxito hasta la
actualidad (Pohjanvirta et al. 2020).

M. bovis también fue aislado en muestras de semen bovino comercial (Amram et al. 2013)
y se observo que es capaz de causar alteraciones en la fecundacién (Eaglesome y Garcia,
1990) y generar alteraciones patoldgicas en los 6rganos reproductivos tras una infeccion
intrauterina inducida experimentalmente (Hartman et al. 1964). Haapala y col. (2018)
observaron que al inseminar vaquillonas con semen infectado con M. bovis solo la mitad de
ellas fue capaz de concebir. En otro estudio realizado por Kissi y col. (1895), aislaron M.
bovis de la mucosa cérvico-vaginal de vaquillonas inseminadas con semen infectado, de 8
a 32 semanas post-infeccién. Por otro lado, se realizaron diferentes tratamientos con
antibiéticos en semen fresco correspondiente a toros infectados con M. bovis pero solo se
logré una reduccién poco significativa en cuanto a la formacioén de colonias (Lozano, 2009).
Sin embargo, aun es desconocida la concentracion de M. bovis en la que puede encontrarse
en el semen de un toro infectado naturalmente y cudl es la dosis infecciosa necesaria para
generar afecciones en el tracto genital de la hembra. Por ello, es muy importante corroborar
gue el semen preseleccionado para ser utilizado en programas de IA esté libre de este
agente infeccioso, ya que el riesgo de infecciéon con M. bovis debido al comercio mundial
de semen sigue siendo una preocupacion (Pohjanvirta et al. 2020).

El desarrollo de metodologias de PCR para detectar M. bovis comenzo6 en la década de
1990 dirigidos contra la secuencia génica de ARNr 16S que contiene regiones altamente
conservadas especificas de la especie. Sin embargo, actualmente se cuenta con pocos

estudios aplicados a la deteccion de M. bovis en semen bovino utilizando esta herramienta.
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1.4.1.2. Mycoplasma californicum

Mycoplasma californicum (M. californicum) se aisl6 y caracterizd por primera vez como una
especie distinta de Mycoplasma en California en 1981, a partir de casos de mastitis severas
gue afectaban vacas lecheras lactantes y no lactantes (Jasper de Erno et al. 1981). En
nuestro pais, las primeras detecciones de M. californicum se efectuaron en muestras de
leche provenientes de vacas lecheras afectadas con alguna sintomatologia clinica previa.
Actualmente, se cuentan con pocos antecedentes sobre su deteccion en tejidos o fluidos

bovinos distintos de la glandula mamaria u leche (Sosa et al. 2018).

Los casos reportados de mastitis por M. californicum presentaban sintomas graves y una
respuesta deficiente al tratamiento con antibitticos (Trautwein et al. 2002). Se logroé cultivar
a partir de muestras provenientes de Utero, raspados vaginales, pulmones y articulaciones
en vacas y terneros, por lo que podria comportarse como una bacteria autoctona en el
ganado (Beer et al. 1986; Mackie et al. 1986). Estos hallazgos apoyan la teoria que M.
californicum es capaz de cruzar las barreras mucosas, diseminarse sistémicamente a través
del torrente sanguineo y colonizar el tejido articular; y que ademas de ser un agente
etiolégico de mastitis puede en determinadas circunstancias volverse patdégeno en otros
tejidos. Sin embargo, aun no se ha informado casos donde una vaca infecta al feto o al
ternero recién nacido por via intrauterina o calostro, pero no se descarta como una posible
fuente de infeccion (Trautwein et al. 2002; Rosengarten et al. 2001). Esto plantea el
interrogante de cuales son las posibles causalidades que contribuyen a la infeccion por este
microorganismo en las vacas y los terneros afectados, y si una de esas posibles fuentes de
contaminacion puede ser el semen de los toros utilizados en los diferentes rebafios o

cabanas.

1.4.1.3. Mycoplasma bovigenitalium

Mycoplasma bovigenitalium (M. bovigenitalium) junto con M. bovis comprende las especies
de Mycoplasma spp. que generan enfermedades genitales en el ganado. Fue aislado por
primera vez en 1947, posteriormente numerosos estudios en todo el mundo demostraron
su presencia en el tracto genital de vacas y toros, tanto sanos como enfermos (Doig, 1981).
En vacas sanas, se logro aislar M. bovigenitalium de muestras de moco cervicovaginal y
vulva, aunque en muy baja proporciéon. Las tasas de aislamiento mas altas se obtuvieron

de vacas infértiles y que padecian vulvitis granular (Tourtellotte et al. 1976). Sin embargo,
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también se lo asocié a casos de mastitis en bovinos por lo que se lo cataloga como un

microorganismo comensal capaz de habitar diferentes 6rganos genitales de bovinos.

M. bovigenitalium fue aislado de semen y lavados prepuciales de toros proveniente de
centros de IA con alto nivel de contaminacion, y se ha demostrado la propagacion del
organismo de los toros afectados a las vacas. Cuando infecta los testiculos o el epididimo
puede afectar la calidad del semen, especialmente después de la criopreservacion (Fish et
al. 1985; Parkinson, 2019). Actualmente se cuenta con poca evidencia que demuestre si M.
bovigenitalium podria ser capaz de generar un efecto perjudicial sobre la fertilidad (Doig,
1981). Por lo tanto, se requieren estudios que ayuden a aclarar el papel de M.

bovigenitalium en las enfermedades reproductivas bovinas.

1.4.2. Chlamydia spp:

Pertenece a la familia Chlamydiaceae y comprende los géneros Chlamydophila y
Chlamydia (Reinhold et al. 2011). Actualmente, se reconocen 11 especies Chlamydia (C.)
entre las que se encuentran C. abortus, C. pecorum, C. psittaci, C. pneumoniae, C. felis, C.
caviae, C. trachomatis, C. suis, C. muridarum, C. aviumy C. gallinacea (Sachse et al. 2014).
Chlamydia spp. es una bacteria Gram-negativa intracelular obligada. Presenta uno de los
genomas mas pequefios entre las bacterias que varia entre 1,1-1,24 Mpb (Schautteet y
Vanrompay, 2011). Es capaz de evadir la respuesta inmunitaria colonizando monocitos y
macrofagos, replicandose y garantizando su supervivencia en el organismo huésped. Se
multiplica por fision binaria y presenta un Unico ciclo de crecimiento bifasico con dos formas
morfologicas distinguibles, una forma extracelular e infecciosa denominada cuerpo
elemental y una forma replicativa metabdlicamente activa llamada cuerpo reticular
(Schautteet y Vanrompay, 2011; Rojas, 2014). El cuerpo elemental es el encargado de
invadir la célula huésped y sobrevivir en el medio ambiente como agente infeccioso no
replicante, presentan un tamafio de aproximadamente 0,3 ym de diametro; mientras que el
cuerpo reticulado reside y se multiplica dentro del huésped en una inclusién citoplasmica
similar a una vacuola como agente no infeccioso. Son metabdlicamente activos, con un
citoplasma rico en ribosomas y un tamafio de aproximadamente 1 um de didmetro. Los
cuerpos elementales contienen un ADN genomico muy enrollado cubierto por proteinas
similares a las histonas (Rodolakis y Laroucau, 2015; Reinhold et al. 2011). Su desarrollo
depende principalmente del suministro de nutrientes y del estado metabdlico de la célula
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huésped, asi como de una respuesta inmune ineficaz que da como resultado una infeccion
persistente en el huésped. (Reinhold et al. 2011). Los cuerpos elementales logran eludir
los mecanismos de defensa naturales del huésped a través de inclusiones que impiden su
fusion con lisosomas, entrando en la via exocitica convirtiéendose en vacuolas secretoras.
El ciclo de desarrollo se completa cuando los cuerpos reticulados se vuelven a transformar
en cuerpos elementales, los cuales son liberados por lisis 0 exocitosis de la célula huésped
iniciando una nueva ronda de infeccién (Rodolakis y Laroucau, 2015). Las diferencias en
cuanto a infectividad y replicacion determinan el grado de virulencia de las cepas de
Chlamydia. Son capaces de generar productos levemente tdxicos consecuencia de la
expresion del gen de toxina putativo (tox), que es muy similar al gen citotéxico que se
encuentra en Escherichia coli enterohemorragico, cuya accion afecta el citoesqueleto de
actina (Reinhold et al. 2011). Ciertas especies del género Chlamydia se consideran
patégenos de importancia en la salud humana y animal ya que son responsables de un
amplio namero de enfermedades, ya que son capaces de replicarse en células de la
mucosa epitelial, respiratoria, urogenital y del tracto gastrointestinal (Schautteet y
Vanrompay, 2011). Determinadas especies de Chlamydia spp. son capaces de
comportarse como especificas de hospedador e incluso de cruzar la barrera intra-especies,
llegando a provocar enfermedades zoonéticas (Bayramova et al. 2018). Han sido
detectadas en muestras procedentes de heces, secreciones vulvares/oculares/nasales,
fluidos uterinos, membranas placentarias, orina y semen. Por efecto, las vias de transmisién
pueden ser fecal-oral, oronasal y venérea, siendo elevadas las posibilidades de infeccion y

dispersion de este agente (Longbottom y Coulter, 2003; Kemmerling et al. 2009).

Dentro de las especies de Chlamydia spp. que fueron identificadas en el ganado bovino se
encuentran C. abortus, C. pecorum, y C. psittaci (Longbottom y Coulter, 2003; Kaltenboeck
et al. 2005). C. pecorum, ocasiona infecciones intestinales, articulares y oculares; C.
abortus genera infecciones genitales y abortos ocasionales; C. psittaci infecciones
respiratorias. C. abortus, es endémica en rumiantes a nivel mundial y los abortos a los que
se lo vincula ocurren entre el sexto y octavo mes de gestacion (Reinhold et al. 2011; Rojas
et al. 2018). Aunque este grupo microbiano no es considerado una amenaza para la
industria ganadera, es responsable de numerosos abortos esporadicos en rodeos y se
estima que es capaz de afectar al 20% de las vacas prefiadas. Al ser patdégenos

intracelulares tienen el potencial de causar infecciones agudas como cronicas, siendo
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capaces de persistir y reactivarse causando infecciones recurrentes (Reinhold et al. 2008).
Su capacidad de generar infecciones sobre mudltiples érganos combinada con su
distribucioén ubicua facilita la infeccion prolongada en ubre, tractos respiratorio, reproductivo
e intestinal (Kaltenboeck et al. 2005).

En el hombre, el toro, el carnero y el jabali se detect6 Chlamydia spp. en semen y se lo
relacion6 con infecciones como uretritis y prostatitis (Kauffold et al. 2007). Su presencia en
el semen se correlaciona con reduccién en la motilidad y el aumento de morfologias
anormales en los espermatozoides, pero no se encontré un impacto significativo en la
calidad y la fertilidad del semen (Eckert et al. 2019). En humanos se observo que C.
trachomatis se transmite a las mujeres a través del semen (Reinhold et al. 2011). Asimismo,
antecedentes epidemiol6gicos en rumiantes indican la presencia de diferentes especies de
Chlamydia spp. en semen bovino. Por lo que, se propone que el semen podria actuar como
vehiculo de transmision viable (Kaltenboeck et al. 2005; Eckert et al. 2019). En rebafios
estudiados, se evidencié una elevada seroprevalencia de Chlamydia spp. y no parecia
haber diferencia entre las granjas seleccionadas al azar y las pre-seleccionadas por
problemas de salud especificos, lo que ha llevado a suponer que las infecciones por

Chlamydia spp. son omnipresentes en el ganado (Kaltenboeck et al. 2005).

Por otro lado, se observo la presencia de Chlamydia spp. en el epididimo de toros que
padecian vesiculitis consecuencia de la inoculacién artificial con C. psittaci. Se observo que
los pardmetros estandar de eyaculacion no difirieron entre animales con semen infectado
de los que no (Kauffold et al. 2007). La transmision venérea a través de toros es posible
tanto por apareamiento natural como por IA, debido a que vacas inseminadas con semen
infectado desarrollaron en consecuencia clamidiasis genital que afectd la funcion
placentaria y provoco abortos o muertes perinatales (Kaltenboeck et al. 2005). No se ha
informado casos de transmision intrauterina, pero puede generase transmision vertical
durante el parto. Dichos novillos actuarian como vector de infeccién, ya que se observé que
los terneros al nacer parecian libres de Chlamydia, pero se detectd su presencia luego de
dos semanas (Reinhold et al. 2008). Toda esta evidencia acumulada indica que Chlamydia
spp. juega un papel perjudicial en la reproduccion del ganado bovino, pero lamentablemente
las posibles causas de su infeccion aln no son claras (Kaltenboeck et al. 2005; Kauffold et
al. 2007).
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El Unico trabajo publicado en Argentina sobre la infeccion por Chlamydia spp. en bovinos
indic6 que el 23% de los animales estudiados presentaba anticuerpos especificos, pero que
pesar del rol patogénico y su capacidad para producir distintas infecciones su diagndstico
no se realiza habitualmente (Rojas et al. 2018). Dicho diagndstico requiere la aplicacién de
técnicas muy sensibles, ya que la deteccidn serolégica para estimar la prevalencia de una
infeccion por Chlamydia spp. no es la mas adecuada ya que puede ocurrir que el animal no
genera una respuesta inmunoldgica, proporcionando falsos negativos. Numerosos métodos
inmunohistoquimicos se suelen utilizar, pero no existe una técnica capaz de diferenciar los
anticuerpos para Chlamydia a nivel de especies. Las metodologias basadas en el
diagndstico molecular mediante PCR permitieron detectar su presencia con mayor
frecuencia en el ganado bovino (Rojas, 2014; Reinhold et al. 2008) en muestras
provenientes de abortos y partos prematuros perinatales de terneros (Sachse et al. 2014).
El impacto en la produccion bovina que pueden generar las infecciones por Chlamydia spp.
constituye hoy dia un interrogante. Por ello, las investigaciones futuras deberian estar
dirigidas a analizar el impacto sobre el bienestar animal y principalmente sobre la

reproduccion bovina.

1.4.3. Ureaplasma spp:

El género Ureaplasma es uno de los tres géneros de la familia Mycoplasmataceae.
Pertenece al filo Tenericutes, clase Mollicutes y orden Mycoplasmatales (Neres Santos
Junior et al. 2021). Estos microorganismos parecen descender de las bacterias Gram-

positivas y presentan una alta especificidad de hospedador (Garcia, 2013).
1.4.3.1. Ureaplasma diversum

Entre las especies conocidas del género, Ureaplasma diversum (U. diversum) es la Unica
descripta en bovinos e incluye tres serovariedades con distinto grado de patogenicidad. Se
aislé por primera vez en 1967, a partir de muestras de tejido provenientes de vagina, uretra,
ubre y de la vejiga de las vacas (Neres Santos Junior et al. 2021). En Argentina, su
deteccién fue informada por primera vez en el afio 2017 a partir de muestras de raspado
prepucial de toros aparentemente sanos (Sosa et al. 2018). El genoma completo de U.
diversum comprende 975.425 pb en un solo cromosoma circular, con un contenido de G+C
del 28,1% (Marques et al. 2015). No presentan una via de arginina deshidrolasa completa

por lo que la hidrélisis de urea juega un papel importante en su metabolismo energético

25



como fuente de energia para la produccion de ATP (Neres Santos Junior et al. 2021). En
términos morfolégicos, U. diversum comparte las caracteristicas generales de la clase
Mollicutes: son pleomorficos, cocoides o cocobacilares, con un tamafio que varia entre 400
a 500 nm, presenta microaerofilicos (Marques et al. 2009). Son microorganismos
intracelulares facultativos, formados por adhesinas que facilitan su invasion celular,
permitiendo que utilicen los nutrientes de la célula huésped. Una vez adheridos, estas
bacterias interactian con los receptores de la membrana o interfieren con el mecanismo de
transporte de las células huésped haciéndolas vulnerables a los metabolitos citotoxicos y
las actividades de las enzimas citoliticas (Neres Santo Junior et al. 2021). A nivel molecular,
se sabe que puede inducir fragmentacion del ADN ya sea por descondensacion,
desnaturalizacion o por rupturas de las cadenas de ADN por lo que pueden provocar dafio
espermatico inmediato, o mas tarde causar problemas en el desarrollo y la implantacion
embrionaria (Lozano, 2009). Se consideran patdégenos oportunistas que habitan las
membranas mucosas y las secreciones del tracto respiratorio y reproductivo, siendo posible
aislarlos desde la mucosidad prepucial y vaginal, la secrecién conjuntival, semen y en la
leche. Presentan cepas patogénicas y no patogénicas, que se diferencian de las cepas de
Mycoplasma spp. por su capacidad para catabolizar urea. Inicialmente, se los consideraban
COmo una especie no patogénica pero recientemente se demostré que son capaces de
causar dafios tanto en 6érganos como en células bovinas (Smith et al. 2012). Al igual que
Mycoplasma spp. se los puede encontrar en animales aparentemente sanos, por lo que se
cuenta con escasos registros a nivel mundial (Rojas et al. 2019).

En toros, U. diversum se asocié con casos de vesiculitis, balanopostitis, epididimitis, siendo
capaces de colonizar las porciones proximales/distales de la uretra y la cavidad prepucial,
lo que permite la contaminacion del semen (Hobson et al. 2013) y provocar cambios
morfoldgicos y funcionales en los espermatozoides (Buzinhani et al. 2011). En toros sanos
(sin lesiones genitales) pero positivos para U. diversum se observd que sus
espermatozoides presentaban colas anormales (dobladas y enrolladas), anomalias en la
superficie del esperma como pequefias protuberancias, e irregularidades desde la cabeza
hasta la cola. Esto sugiere que la adherencia de este microorganismo interfiere con la
espermatogénesis, el transporte de esperma, la capacitacion y la fecundacion (Hobson et
al. 2013). Ball y col. (1987) y Le Grand y col. (1995) han identificado U. diversum en fluidos

del tracto reproductivo del toro incluido semen fresco, muestras de moco prepucial y
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secrecion uretral distal. Ademas, Le Grand y col. (1995) detectaron una frecuencia de 74%
de U. diversum en semen de toros destinados a la IA y demostraron que el mismo era capaz
de colonizar blastocistos y fetos, e inducir posteriormente pérdidas gestacionales o el

nacimiento de terneros débiles.

En las hembras, la presencia de U. diversum se asocia con insuficiencias reproductivas
como vulvovaginitis granular, endometritis, salpingitis, muerte embrionaria temprana,
terneros nacidos débiles y tasas de concepcion disminuidas (Smith et al. 2012). Pese a que
la supervivencia de estos microorganismos esta comprometida en el Gtero y que requieren
un entorno microaerofilo para su crecimiento, en situaciones favorables como durante el
estro cuando el cuello uterino esta abierto o durante la IA, la infeccion se torna més probable
permitiendo su adherencia a las células epiteliales, o que asegura su supervivencia (Smith
et al. 2012). Bronwyn-Crane y Hughes (2018) demostraron que vaquillonas infectadas con
U. diversum no tuvieron problemas de fertilidad, pero presentaron partos prematuros y
muerte fetal. Esto sugiere que los embriones afectados por U. diversum son una fuente de
infeccion para vacas, por lo que se podria desencadenar abortos, la mortalidad o el
nacimiento de terneros débiles como manifestaciones clinicas caracteristicas de su
infeccion. Ademas, Bronwyn-Crane y Hughes (2018) demostraron que U. diversum puede
colonizar las células del feto durante el desarrollo temprano, sin generar efectos citopaticos.
De esta manera, posteriormente puede colonizar la conjuntiva ocular y el tejido pulmonar
en las ultimas etapas del desarrollo o después del parto, causando placentitis pulmonar y

conjuntivitis en terneros.

U. diversum tiene caracteristicas particulares que dificultan su control en el ganado vacuno
(Neres Santos Junior et al. 2021). Los métodos de deteccién tradicionales de cultivo
presentan requerimientos y complicaciones para su crecimiento en un medio solido:
producen colonias de tamafo similar a otros microorganismos del género Ureaplasma
dificultando su correcta diferenciacion; tienen una temperatura de crecimiento 6ptima de
37°C y su pH o6ptimo oscila entre 6-7; requiere la suplementacién de urea en el medio ya
gue a través de su hidrolisis forma amoniaco y le permite aumentar el pH in vitro,
caracteristica distintiva de los Ureaplasmas que los diferencia de otros Mollicutes. Estudios
recientes demuestran que la utilizacién de métodos de diagndstico molecular proporciona
mejores resultados para detectar especies de Ureaplasma en bovinos, debido a que su

sensibilidad de deteccion es mayor que la de los cultivos (Smith et al. 2012). Actualmente,
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la implementacion de técnicas de PCR para la deteccion de U. diversum en el ganado,
mediante la amplificacion de la secuencia génica conservada del ARNr 16S, resulta ser una
metodologia prometedora para proporcionar un rapido diagndstico y una deteccion precisa
gue ayude a controlar la transmision de este microorganismo en los rodeos (Marques et al.
2009; Neres Santos Junior et al. 2021).

1.5.ROL DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) EN LA
DETECCION DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS

Actualmente, el empleo de técnicas moleculares en el diagnostico veterinario permitio la
deteccion de material genético correspondiente a microorganismos dificiles de aislar o
cultivar, muchos de los cuales pueden transmitirse a través del semen bovino (Rojas et al.
2019). En el caso del diagnostico de enfermedades infecciosas no sélo permiten la
deteccion sino también la caracterizacion de los microorganismos (Haapala et al. 2018). El
diagnoéstico molecular esté revolucionando la préactica clinica frente a las enfermedades
infecciosas, su importancia radica en la oportunidad de un diagndstico oportuno y preciso,
fundamental para la toma de decisiones sobre el tratamiento y el manejo de las infecciones
(Yang y Rothman, 2004). La PCR es la técnica molecular mas perfeccionada actualmente.
Esta técnica fue desarrollada por Kary Banks Mullis en 1983 revolucionando la biologia
molecular y la forma de estudiar los &cidos nucleicos (Tamay de Dios et al. 2013).
Comprende una reaccion enzimatica in vitro que amplifica una secuencia especifica de ADN
de interés durante ciclos repetidos, en los cuales la secuencia diana es copiada fielmente
millones de veces a través del accionar de la enzima ADN polimerasa que tiene la
capacidad de sintetizar naturalmente nuevas cadenas de ADN en las células. Los diversos
métodos de deteccion basados en la PCR requieren la aplicacion de tecnologias avanzadas
para garantizar automatizacion, sensibilidad y especificidad con el fin de asegurar la
capacidad para detectar agentes infecciosos de interés (Santis y Evans, 1999). Permite una
gran variedad de aplicaciones clinicas, entre las cuales se destaca la deteccion de
patégenos especificos o de amplio espectro, la evaluacién de infecciones emergentes, el
seguimiento y la deteccién temprana de agentes biolégicos, asi como la elaboracién de
perfiles de resistencia antimicrobiana. A medida que los diagnosticos moleculares van
adquiriendo mayor prestigio tanto entre los veterinarios como en los propios productores

agropecuarios o0 cabafieros, se vuelve mas consciente el potencial practico de esta
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tecnologia, respecto de las limitaciones de los ensayos tradicionales (Yang y Rothman,
2004). Actualmente, su aplicacion como una herramienta de rutina en los laboratorios de
diagndstico para detectar y/o caracterizar organismos causantes de enfermedades a partir
de muestras provenientes de individuos afectados se va haciendo més popular (James,
2010). Numerosos diagnosticos ya se han desarrollado exitosamente para una amplia gama
de microorganismos. Antecedentes de expertos en enfermedades infecciosas aseguran
gue la PCR podria convertirse en la mejor herramienta para identificar organismos que no
se pueden cultivar in vitro o cuando las técnicas de cultivo existentes son insensibles y/o
necesitan tiempos prolongados de incubacion (Santis y Evans, 1999). Por otro lado, las
pruebas de PCR requieren ser planificadas y efectuadas por personal experimentado, en
areas de laboratorio apropiadas y mediante la aplicacion de buenas practicas de laboratorio
de biologia molecular. La inclusibn de controles para alertar sobre la posibilidad de
resultados falsos negativos y/o positivos resulta esencial para monitorear el desemperio del

ensayo y dar tranquilidad en cuanto a la calidad y precision de los resultados (James, 2010).

Con el desarrollo de este trabajo se espera aportar informacion respecto de la presencia de
Mycoplasma spp., Chlamydia spp. y Ureaplasma spp. en semen bovino de origen comercial
y establecer el efecto que tiene su deteccion sobre la calidad seminal. Debido a que existen
suficientes evidencias que demuestran que el uso del semen a través de la IA podria
contribuir a la transmision de enfermedades infecciosas y que la calidad seminal de los
toros donantes podria verse afectada por la presencia de ciertos microorganismos que
tienen el potencial de comportarse como agentes infecciosos, desencadenar fallas
reproductivas en el ganado e incluso desarrollar enfermedades zoondéticas (Marques et al.
2009). Ademas, se espera generar uno de los primeros reportes de la circulacion de
especies que comprenden los géneros Mycoplasma spp., Chlamydia spp. y Ureaplasma
spp. en muestras de semen criopreservado de Argentina y que dicha informacion sea la
base de futuras estrategias de evaluacion de prevalencias, prevencion y control de las

mismas.
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2. HIPOTESIS

Es posible detectar, mediante la implementacibn de técnicas de PCR, genes
correspondientes a diferentes especies de Mycoplasma spp, Chlamydia spp y Ureaplasma
spp en muestras de semen de bovino criopreservado de origen comercial. La presencia de

estos genes se correlaciona negativamente con los parametros de calidad seminal.

3. OBJETIVOS
3.1.0bjetivo General

Determinar mediante técnicas moleculares (PCR), la presencia de genes marcadores de
Mycoplasma spp., Chlamydia spp. y Ureaplasma spp., en muestras de semen de bovino
criopreservado de origen comercial y determinar el efecto de la presencia de los mismos

sobre la calidad seminal.

3.2.0bjetivos especificos

X/
°

Poner a punto la técnica de extraccibn de ADN de muestras de semen bovino

criopreservado y las reacciones de PCR para determinar genes de Mycoplasma bovis,

Mycoplasma californicum, Mycoplasma bovigenitalium, Chlamydia spp. y Ureaplasma

diversum.

% Determinar la presencia de genes marcadores de Mycoplasma spp, Chlamydia spp y
Ureaplasma spp. en muestras de semen bovino criopreservado de origen comercial.

« Evaluar los niveles de prevalencia de dichos genes en muestras de semen bovino de
origen comercial.

% Correlacionar la presencia de los genes de los agentes mencionados con diferentes

parametros de calidad seminal.
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4. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevé a cabo en los laboratorios del Area de Produccién Animal, de
la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) Marcos Juarez del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA), ubicada en la Ruta Provincial 12 km 3, Marcos Juarez

Provincia de Cérdoba, Argentina.

4.1. MUESTRA O POBLACION

Se evaluaron 94 pajuelas de semen bovino criopreservado de origen comercial
correspondientes a 60 eyaculados provenientes de 60 toros adultos, de 7 centros de
reproduccion bovina. Mas de una pajuela provenia de un mismo eyaculado de un anico
toro. Los toros donantes de semen se encontraban libres de entidades infecciosas
especificas transmisibles a través del semen (brucelosis, leptospirosis, campilobacteriosis,
rinotraqueitis infecciosa bovina, diarrea viral bovina, tuberculosis y leucosis infecciosa
bovina) siguiendo las reglamentaciones vigentes. Las muestras se almacenaron en un

termo con nitrégeno liquido hasta el momento de su evaluacion.

4.2.EVALUACIONES DE CALIDAD SEMINAL

Las muestras de semen almacenadas en nitrdgeno liquido a -196°C fueron descongeladas
en bafio Maria a 37°C durante un minuto. Luego, el contenido de las pajuelas se evalué en
dos tiempos diferentes: T1 (momento de descongelacién) y T2 (120 minutos post-

descongelacion) para realizar las siguientes evaluaciones de calidad seminal.

= Movilidad espermaética total (MET): Este método consiste en visualizar y estimar
subjetivamente la proporcion (%) de espermatozoides maoviles, mediante la
observacion de al menos 3 campos microscopicos, utilizando un microscopio optico
(40x). Para ello, se coloco una alicuota de 6 pl de semen entre porta y cubreobjetos
sobre una platina térmica a 37 ° C.

= Movilidad rectilinea progresiva (MRP): Esta técnica consiste en visualizar y
estimar subjetivamente la proporcion (%) de espermatozoides moviles con
desplazamiento de avance. Una alicuota de 6 pl de semen se colocé entre porta y

cubreobjetos y se observé en un microscopio optico (40x).
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» Integridad de lamembrana plasmatica (IMP): Las muestras fueron coloreadas con
eosina y nigrosina, segun una modificacion del método descripto por Mortimer
(1994). Se coloco una alicuota de 6 pl de la muestra sobre un portaobjetos y al lado
de ésta, una alicuota (10 pl) de la solucion de eosina-nigrosina. Ambas gotas fueron
mezcladas y debidamente homogeneizadas durante 10 segundos para
posteriormente efectuar un frotis que fue secado sobre platina térmica a 37 ° C. Los
espermatozoides total o parcialmente coloreados (rosado-violeta) fueron
considerados como células con alteraciones de la integridad de membrana
plasmatica (MP), mientras que aquellos que no se tifieron (blanco) se consideraron
como células con la MP intacta. Se contaron 200 células en un microscopio 6ptico
(40x) y se calcul6 el porcentaje de los espermatozoides sin alteraciones de la MP.

= Funcionalidad de la membrana plasmética del compartimiento flagelar (HOS
Test): Se utilizé un método basado en el descripto por Jeyendran et al. (1984) para
la especie humana, adaptado al estudio de semen de bovino. Una alicuota de 50 pl
de semen se incub6 en BM a 37°C durante 30 minutos, en 500 pl de un medio
hiposmaético ajustado a 100 mOsm/l. Una gota (6 pl) se colocé entre porta y
cubreobjetos, y microscopicamente (40x) se contaron un maximo de 200 células. Se
consideraron células positivas (espermatozoides con flagelo enrollado=HOS+) y
negativas en los casos en que el flagelo se encontraba recto o en forma de latigo
(HOS-).

Luego de la evaluacién seminal de cada pajuela, el contenido sobrante fue almacenado en
criotubos en freezer de -80°C hasta el momento en que se descongel6 para realizar la
extraccion de ADN de las mismas.

43.EXTRACCION DE ADN DE MUESTRAS DE SEMEN BOVINO
CRIOPRESERVADO

Primero, se realizé la extraccibn de ADN en 20 muestras para probar la eficacia de un
protocolo tradicional que ya se usaba en el laboratorio para procesar las muestras. La
misma consistié en centrifugar cada muestra con semen bovino a 12000 rpm, durante 7
minutos para concentrarla. Se descartd el sobrenadante y se suspendio el pellet en 1 ml de
solucion de lavado y se centrifugé a 14000 rpm durante 5 minutos. Luego se resuspendio

el pellet con 1000 pl de solucion de digestion, mas 10 pl de proteinasa K. Se sometié a
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vortex a cada muestra y se las incub6 en la estufa durante una hora a 56°C, con agitacion.
Posteriormente, se afiadié 1000 pl de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 y se centrifugo a
12000 rpm durante 10 minutos. De esta solucion se tomaron 700 pl de la fase superior y se
lo transfirié a un tubo microtubo de 1,5 ml. Luego se agreg6 700 pl de isopropanol y 70 pl
de acetato de sodio 2,5 M que fue mesclado mediante inversidon hasta que se visualizo
ADN. Posteriormente, se centrifugé a 12000 rpm durante 15 minutos, y se descarto el
sobrenadante. Se agregaron 500 pl de etanol 75%, se mezclé bien y se centrifugd a 12000
rom durante 5 minutos. Luego de ello, se descartd el sobrenadante de etanol y se dejo
secar el pellet en la estufa a 56°C durante hora. Por ultimo, se resuspendié en 30 pl de
agua destilada y se lo dejé en la estufa 10 minutos. Para la determinacion de la
concentracion de las muestras se utilizé un equipo, nanodrop (NanoDrop 8000). Con esta
metodologia no se logré obtener una cantidad adecuada de ADN, por lo que se realizé la

extraccion de ADN del semen con el Kit comercial de Roche®.

La extraccibn de ADN mediante el kit comercial se realiz6 a partir de una muestra
descongelada que contenia 500 pl de concentracion de semen bovino. Luego de la
descongelacién, se tomaron 250 pl que se colocaron en un microtubo de 1,5 ml al que se
le agregaron 120 pl de Tissue Lysis Buffer y 20 ul de Proteasa K (o Proteinasa K) que fueron
mezclados con vortex durante 15 segundos. Luego de ello, las muestras fueron
centrifugadas brevemente de manera tal que no queden gotas pegadas en la cara interna
de la tapa. Posteriormente, se incubaron en una estufa (Jircas, Mi-1SR) a 56°C durante una
hora y media en agitacion. A continuacién, se agrego a cada tubo 200 pl de Binding Buffer,
y se lo mezcld por inversion durante 15 segundos; luego se centrifugé brevemente y se
incubd en una estufa digital (AccuBlock, Digital Dry Bath) a 70 °C durante 10 minutos. Se
prosiguié agregando 100 ul de isopropanol absoluto a cada tubo, y se los mezcld por
inversién por 15 segundos. Se agregaron 500 pl de Inhibidor Removal buffer; y se
centrifugaron (IEC, Micromax RF) las muestras a 8000 rpm por 1 minuto. Se coloco el
filtrado obtenido en una columna de purificacion en un tubo colector nuevo (provisto por el
kit); y se realizaron dos lavados con Wash buffer. En el primer lavado se agregaron 500 pl
de dicho buffer, y en el segundo lavado 450 ul. Entre ambos lavados se realizaron sus
respectivas centrifugaciones a 8000 rpm por 1 minuto; y se fueron reemplazando los tubos
colectores ya utilizados por nuevos, desechando el filtrado que se obtenia en cada paso.

Como Uultimo paso, se realizé una doble elucion con el Buffer de Elucién, ya que se
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descubrié que a diferencia de como indicaba el fabricante se obtenian mejores resultados.
Se colocé la columna de purificacion de cada una de las muestras, en un tubo microtubo
nuevo de 1,5 ml. Primero se agregaron 50 pl del Buffer de Elucion, y en la segunda elucion
40 ul. En cada caso, se dejo incubar a temperatura ambiente durante cinco minutos, se
centrifugo a 8000 rpm por 1 minuto y se descart6 la columna de purificacion, obteniendo en
cada tubo la elucidn final. A partir de esta, se determiné la concentraciéon de ADN extraido
por medio de espectrofotometria a 260 nm (en Nanodrop). Los criterios de pureza
aceptables son relaciones de absorbancias a 260nm/280nm=1,8 y 260nm/230nm=1,8-2,2.

4.4. DETECCION MOLECULAR DE MICROORGANISMOS DIFICILES DE CULTIVAR
MEDIANTE TECNICAS DE PCR

La deteccion génica de las especies de microorganismos estudiados se realizé mediante la
implementacion de técnicas moleculares de PCR convencional, PCR multiple (multiplex) y
PCR anidada (nested). Para esto, se emplearon primers anteriormente utilizados en
trabajos de investigacion que se detallan en la tabla 1. Los controles positivos de reaccion
ADN utilizados fueron cepas cedidas por el ANLIS-Instituto Dr. Carlos Malbran y como
controles negativos de reaccién se utiliz6 agua destilada libore de DNasa y RNasa. Los
procesos de ciclado se realizaron con un termociclador (BioRad) y los programas consistian
en 40 ciclos de amplificacion. Generalmente, cada ciclo consistié en la utilizacién de una
temperatura inicial de desnaturalizacion de 94°C durante 5 minutos, la temperatura de
annealing o de hibridacion varié entre los 50-56°C (considerando la temperatura 6ptima de
cada primer), y la temperatura final de extension fue de 72°C durante una hora. Al finalizar
las reacciones de PCR, se realiz6 una corrida electroforética en geles de agarosa al 2% de
los productos, se empled el agente intercalante bromuro de etidio para observar los

amplicones y su revelado se realizé en un transiluminador UV-Visible.

Debido a que los ensayos realizados para amplificar la secuencia génica correspondiente
a Ureaplasma diversum mediante PCR convencional no fueron los esperados, se decidio
utilizar para su deteccion la técnica de PCR nested. En el caso de Chlamydia spp., se utilizd
la metodologia de PCR multiplex, para amplificar simultaneamente la secuencia ribosomal
conservada correspondiente al género, que codifica para los ARNr 23S y 16S. Las especies

correspondientes al género Mycoplasma spp. se amplificaron exitosamente mediante la
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técnica molecular de PCR convencional. Los ensayos realizados seran descriptos en los

siguientes apartados.

4.4.1. PCR para identificar especies especificas de Mycoplasma bovis,

Mycoplasma bovigenitalium y Mycoplasma californicum

Los genes correspondientes a las diferentes especies estudiadas de Mycoplasma spp. se
amplificaron mediante PCR convencional. Los protocolos propuestos por Thomas et al.
(2004), Neder et al. (2019) y Kobayashi et al. (1998) fueron utilizados de forma modificada
para optimizar la seleccion de M. bovis, M. californicum y M. bovigenitalium. Las mezclas
de reaccion consistieron en 6,5 UL de mezcla maestra (Promega), 0,5 pL de MgClz, 0,2 Taq
polimerasa, 1 ul de cada primer (forward y reverse) y 5 pL de ADN muestra en un volumen
final de 25 pL. Las condiciones de ciclado fueron 95°C durante 5 min, seguido de 40 ciclos
de 95°C durante 45 s, 56°C durante 1 min y 72°C durante 1 min. El ensayo se realiz6 en un

termociclador (BioRad).
4.4.2. PCR multiplex para identificar Chlamydia spp.

Para Chlamydia spp. se amplificé la secuencia de ARNr 23S y la secuencia de ARNr 16S,
segun los protocolos de Everett et al. 1999 y Borel et al. 2008. Las mezclas de reaccion
consistieron en 6,5 ul de mezcla maestra (Promega), 0,5 pl de MgClz, 1 pl de Taq
polimerasa, 1 pl de cada juego de primer y 5 pl de ADN en un volumen final de 25 pl. Las
condiciones de ciclo fueron 95°C durante 5 min, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 45

s, 56°C durante 1 miny 72°C durante 1 min y se utilizé un termociclador (BioRad).
4.4.3. PCR nested para identificar Ureaplasma diversum

U. diversum se identifico a partir del protocolo de PCR nested modificado de Vasconcellos-
Cardoso et al. (2000). Se efectud con una mezcla de reaccion que contenia 6,5 pl de mezcla
maestra (Promega), 1 pl de cada primer (forward y reverse), 0,5 pl de MgClz, 0,2 pl de Taq
polimerasa y 5 pyl de ADN en un volumen final de 25 ul. El ensayo se realizd en un
termociclador (BioRad) y el ciclo térmico implico 95°C durante 5 min, seguido de 40 ciclos
de 95°C durante 45 s, 56°C durante 1 min y 72°C durante 1 min. Para el ensayo de PCR
nested, se agregaron 0,2 pl de los productos de amplificacion de PCR a la mezcla de

reaccion, que contenia el segundo conjunto de cebadores para el segundo ciclo de PCR.
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Las condiciones térmicas y las concentraciones de los reactivos fueron las mismas que

para la primera ronda de amplificacion.

Tabla 1: Listado de primers utilizados para amplificar la secuencia génica correspondiente

a cada microorganismo estudiado.

Microorganismos Primers Secuencias Tamafo Referencia
amplicén
(pb)
Mycoplasma bovis MbovF 5-TTACGCAAGAGAATGCTTCA-3’ 1629 pb Thomas et
al. 2004
MbovR 5"-TAGGAAAGCACCCTATTGAT-3’
Mycoplasma McaliF 5"-CCACCAAGGCAATGATGTT-3 800 pb Neder et al.
californicum 2019
McaliR 5-GCTAACTGGACATATACTGACA-3’
Mycoplasma MbvgF 5"-CGTAGATGCCGCATGGCATTTACGG-3 600 pb Kobayashi
bovigenitalium et al. 1998
MbvgR 5-CATTCAATATAGTGGCATTTCCTAC-3’
Chlamydia spp. U23F-Cla 5-GATGCCTTGGCATTGATAGGCGATGAAGGA-3’ 600 pb Everett et
al. 1999
U23R-Cla 5"-TGGCTCATCATGCAAAAGGCA-3’
U16-IGF- 5"-GATGAGGCATGCAAGTCGAACG-3’ 278 pb Borel et al.
Cla 2008
U16-IGR- 5"-CCAGTGTTGGCGGTCAATCTCTC-3
Cla
Ureaplasma UdACT1 5-ATCTGGCACCACACCTTCTACAATGAGCTGCG-3’ 840 pb Vasconcell
diversum os-Cardoso
et al. 2000
UdACT?2 5"-CGTCATACTCCTGCTTGCTGATCCACATCTGC-3’
Ud-nested 5"-AATGTCGGCTCGCTTATGAG-3’ 215 pb Vasconcell
F os-Cardoso
et al. 2000
Ud-nested 5"-CCTGTCATATTGTTAACCTCCGC-3’
R

4.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar el efecto de la presencia de los diferentes microorganismos sobre las

variables de calidad seminal se realizaron pruebas de comparacion de medias.
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La concentracion de ADN extraida de cada una de las muestras de semen bovino
criopreservadas de origen comercial, se representd utilizando el método estandarizado,
diagrama de cajas y bigotes (boxplots).

Con el objetivo de determinar, mediante un analisis de contingencia, si habia relacion entre
los valores de concentracion de ADN extraidos de las muestras analizadas y la presencia
de los diferentes microorganismos se agrupo la concentracion de ADN en dos categorias.
Ademas, utilizando también un andlisis de contingencia, se evaluo la relacion de
prevalencia de los microorganismos. En los casos en los que hubo una relacion positiva
entre los microorganismos se realizé un andlisis de correspondencia multiple con el

software estadistico Infostat.

En todos los casos, el nivel de significancia fue de 0,05. En los casos que el p-valor obtenido
por medio del Chi cuadrado de Pearson no era el adecuado, consecuencia que al menos el
valor de una frecuencia esperada es menor que 5, se calcul6 mediante la correccion de

Yates, utilizando la pagina web http://quantpsy.org/.
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5. RESULTADOS

5.1.Cuantificacion de ADN obtenido de las muestras de semen criopreservado
La concentracion media de ADN extraido de las 94 pajuelas de semen bovino
criopreservado fue de 14,50 (ng/pl), correspondiente a la linea mas gruesa dentro de la caja
amarilla, entre el cuartil superior e inferior de la figura 1. El rango de valores maximos y
minimos para dicha variable varia entre -0,93 y 121,90 (ng/ul). Los valores atipicos (puntos
de datos Unicos que se alejan de la media) se mantuvieron ya que representaban muestras
en las que se detectaron genes para mas de uno de los microorganismos estudiados
(Figura 1). El material genético extraido de cada una de las pajuelas de semen bovino
criopreservado presento adecuada calidad de ADN, analizado mediante corrida

electroforética en geles de agarosa al 2%.
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Figura 3: Boxplots con valores cuantificados de la concentraciéon de ADN extraida mediante

Nanodrop de muestras de semen bovino criopreservado de origen comercial.
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5.1.1. Relacion entre la concentracion de ADN cuantificada y la presencia de

microorganismos dificiles de cultivar

No se observo correlacion positiva entre la concentracion promedio de ADN extraida de las
muestras de semen bovino criopreservado (14,50 ng/ul) y la presencia de M. californicum
(p=0,2395), M. bovigenitaium (p=0,9231), Chlamydia 23S (p=0,5221), Chlamydia 16S
(p=0,93) y U. diversum (p=0,78).

5.2.Prevalencia de microorganismos dificiles de cultivar en semen bovino

criopreservado

La prevalencia de las especies pertenecientes a los géneros estudiados fue de 41% (39/94)
para M. californicum, 22% (21/94) para M. bovigenitalium, 11% (11/94) para U. diversum.
En cuanto al género Chlamydia la prevalencia fue del 47% (44/94 para el gen 23S y del 7%
(6/94) para el gen 16S. No se detect6 la secuencia génica correspondiente a M. bovis en

las muestras estudiadas.

En 22/60 toros evaluados se detectaron genes correspondientes a Chlamydia spp. (23S'y
16S) en mas de una pajuela provenientes de un mismo eyaculado de un dnico toro. Sin
embargo, este patrén no se repitid para los genes correspondientes a especies de
Mycoplasma spp. y Ureaplasma spp. En la tabla 2 se presentan las frecuencias de
deteccion de genes correspondiente a M. bovis, M. californicum, M. bovigenitalium,

Chlamydia spp. y de U. diversum en toros donantes evaluados.

Tabla 2: Frecuencia de aparicion de genes codificantes para microorganismos dificiles de

cultivar en muestras de semen criopreservada correspondiente a 60 toros donantes.

Género Especie Frecuencia
Mycoplasma bovis 0/60 (0%)
Mycoplasma californicum 30/60 (50%)
Mycoplasma bovigenitalium 18/60 (30%)
Chlamydia spp. - 36/60 (60%)
Ureaplasma diversum 10/60 (16%)
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En la figura 4 se grafica la frecuencia de toros donantes de

semen con aislamientos simples, dobles, triples o nulos de los | * 0= Ningin gende
] _ _ ] microorganismos detectados
microorganismos estudiados (Figura 4). = 1=2 gen de microorganismos
detectado
30 28 = 2=2 genes de microorganismos
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" =  3=3 genes de microorganismos
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Figura 4: Frecuencia de toros donantes segun el aislamiento de M. californicum, M.
bovigenitalium, Chlamydia spp. (23S y 16S) y U. diversum en las muestras de semen bovino

criopreservado comercial.

Se observé una tendencia en la presencia conjunta de M. californicum y M. bovigenitalium
(p=0,0945) en una misma muestra de semen criopreservado (Figura 5). Lo mismo se
observo entre M. californicum y Chlamydia (gen 16S) (p=0,052; Figura 6). No se evidencio
relacion de correspondencia en la presencia entre M. californicum y Chlamydia 23S
(p=0,8352); M. californicum y U. diversum (p= 0,137); M. bovigenitalium y Chlamydia 23S
(p=0,3298); M. bovigenitalium y Chlamydia 16S (p=0,424); M. bovigenitalium y U. diversum
(p=0,41); Chlamydia 23S y U. diversum (p=0,7483) y Chlamydia 16S y U. diversum

(p=0,69), en las muestras analizadas.
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Figura 5: Analisis de correspondencia multiple para relacionar la presencia/ausencia entre
M. Californicum vs. M. bovigenitalium y M. californicum-Chlamydia 16S.
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Figura 6: Analisis de correspondencia multiple para relacionar la presencia/ausencia entre
M. californicum vs. Chlamydia 16S.

5.3.Efecto de la presencia del material genético de los microorganismos
evaluados sobre la calidad seminal en muestras de semen bovino

criopreservado de origen comercial

Al momento de la descongelacién (hora 0) y a los 120 minutos, se observé una tendencia
de que la presencia de genes de U. diversum afecta negativamente la MET (p=0,0818 y
p=0,0183; a la hora 0 y 120, respectivamente) y la MRP (p=0,0973 a la hora 0), siendo este
efecto significativo a los 120 minutos de la descongelacion (p=0,0464). Los valores medios
y Sus respectivos errores estandar se presentan en la tabla 3. Por otro lado, la presencia
de material genético de U. diversum en las muestras analizadas no afecto la integridad ni
la funcionalidad de la membrana plasmatica del compartimiento flagelar de los

espermatozoides evaluados (p>0,05; Tabla 3).
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Tabla 3: Variables de calidad seminal en muestras de semen bovino criopreservado
(mediazx E.E) respecto a la ausencia/presencia de Ureaplasma diversum en dos tiempos a

la descongelacion.

VARIABLES DE TIEMPO 1 TIEMPO 2

CALIDAD AUSENCIA PRESENCIA p-VALOR AUSENCIA PRESENCIA p-VALOR
SEMINAL

Movilidad 54,52 + 1,41 47,3+3,8 0,0818 28,1+1,2 20,0+ 3,0 0,0183
espermatica

total

Movilidad 4410 £ 1,39 37,3%+3,8 0,0973 16,4 +0,9 10,9+ 2,3 0,0464
rectilinea

progresiva

Integridad de 36,23 +1,74 38,4+5,1 0,6771 26,3+1,4 26,8+3,5 0,9040
membrana

plasmatica

Funcionalidad 32,42 +1,18 30,9+2,5 0,6642 26,7+1,0 26,4+2,1 0,9278
de membrana

plasmatica

La presencia de M. californicum, M. bovigenitalium (tabla 4) y Chlamydia spp. (genes 16S
y 23S; tabla 5) en las pajuelas de semen bovino criopreservadas analizadas no afecto las

variables de calidad seminal evaluadas en los dos tiempos (p>0,05).

Tabla 4: Variables de calidad seminal de semen bovino criopreservado (mediat E.E) en
presencia de Mycoplasma californicum y Mycoplasma bovigenitalium al momento de la

descongelacién (hora 0) y a los 120 minutos de la misma.
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VARIABLES DE M. califonicum M. bovigenitalium
CALIDAD

TIEMPO 1 TIEMPO 2 TIEMPO 1 TIEMPO 2
SEMINAL

Movilidad 56,7 £2,2 29,0+1,7 57,0+ 3,1 29,1+25
espermatica total

Movilidad 458 +2,2 16,3+1,2 46,8 £ 3,2 171 +1,7
rectilinea

progresiva

Integridad de 346+25 26,3+2,0 385+3,6 249+25
membrana

plasmatica

Funcionalidad de 32,8+1,7 27,2+1,3 32,9+2.3 26,8+2,3
membrana

plasméatica

Tabla 5: Variables de calidad seminal de semen bovino criopreservado (mediat E.E) en
presencia de Chlamydia spp. (genes 23S y 16S) en los tiempos de descongelacion

analizados.

VARIABLES DE Chlamydia 23S Chlamydia 16S
CALIDAD

TIEMPO 0 TIEMPO 120 TIEMPO O TIEMPO 120
SEMINAL

Movilidad 56,3+1,9 279+1,6 68,6 +5,1 38,6 +3,4
espermatica total

Movilidad 455+1,9 165+1,2 57,1+4,2 229+29
rectilinea

progresiva

Integridad de 389+25 26,9+1,9 35,1+8,5 22,5+8,0
membrana

plasmética

Funcionalidad de 32,8+1,6 276+1,3 41,3+4,5 35,8+3,9
membrana

plasmética
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8. DISCUSION

Nuestros resultados demuestran que mediante la técnica de PCR es posible detectar genes
codificantes para Mycoplasma californicum, Mycoplasma bovigenitalium, Ureaplama
diversum y Chlamydia spp. (genes 16S y 23S) en muestras de semen bovino
criopreservado de origen comercial. Ademas, entre las diferentes técnicas moleculares, la
PCR adquiere protagonismo en el diagndstico ya que permite la deteccion de
microorganismos que son dificiles de cultivar y aislar, utilizando las técnicas de deteccion
tradicionales. Estas determinaciones no se realizan de manera rutinaria en los
reproductores donantes, por lo que el semen bovino podria representar una fuente de
difusion de estos microorganismos dentro y fuera del pais. Segun estadisticas mundiales,
mas del 95% de las inseminaciones en bovinos se realizan con semen congelado (Thibier
y Wagner, 2002). Sélo en Argentina, segun los ultimos datos publicados en el afio 2016 por
la Camara Argentina de Biotecnologia e Inseminacion Artificial (CABIA), se comercializaron
cerca de 6 millones de dosis de semen mostrando en los ultimos afios un importante
incremento (CABIA, 2016). En el comercio mundial de semen congelado de toros aumenta
la necesidad de criterios estrictos para garantizar la bioseguridad del semen criopreservado
(Bolarin-Guillén, 2011). En este contexto, el surgimiento de nuevas metodologias
moleculares para detectar agentes etioldgicos no buscados rutinariamente y que pueden
ser causantes de enfermedades en el ganado bovino, se presenta como una alternativa
para aumentar la deteccion y evitar la difusion masiva de las mismas. Este trabajo es el
primer informe sobre la presencia de M. californicum. M. bovigenitalium, Chlamydia spp y
U. diversum en muestras de semen bovino criopreservado de origen comercial. Los
resultados muestran una prevalencia superior al 40% para M. Californicum y para
Chlamydia spp. (gen 23S), superior al 20% para M. bovigenitalium, y cercana al 10% para
U. diversum, y para Chlamydia spp. (gen 16S) en las pajuelas de semen bovino evaluadas.
Ademas, la frecuencia de aparicion de genes codificantes para los microorganismos
estudiados en los 60 toros evaluados fue superior al 20% en todos los casos y en el 25%
de los positivos se detecté mas de un agente. En coincidencia con este resultado, Rojas et
al. (2019) reportaron que en muestras de semen bovino fresco se detectd genes
correspondientes a U. diversum en el 92,8% (13/14) de las cabafas evaluadas y en el
60,5% (26/43) de las muestras estudiadas. Esto demuestra la importancia que tiene la

implementacion de esta metodologia ya que, el semen no es solo vehiculo de genes
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mejoradores, sino también de genes de microorganismos que podrian generar

enfermedades.

A diferencia de lo observado para Chlamydia spp. (genes 23S y 16), en el caso de M.
califonicum, M. bovigenitalium y U. diversum no se pudieron amplificar los respectivos
genes codificantes en todas las pajuelas del mismo eyaculado proveniente de un mismo
toro. Estos resultados podrian deberse a la baja concentracion de ADN de cada
microorganismo presente en las muestras, lo que afectaria la deteccion en todas las
pajuelas correspondientes a un mismo eyaculado. Por ello, seria necesario la realizacion
de futuros trabajos que cuantifiguen la concentracién especifica de ADN de cada
microorganismo. Por otro lado, debe destacarse que la deteccién de Chlamydia se realizé
amplificando la secuencia génica correspondiente al género, y para los demas
microorganismos se amplific6 la secuencia génica correspondiente a una especie
especifica, 1o que también podria explicar la intermitencia en la deteccién de dichas

pajuelas.

La calidad seminal no fue afectada por la presencia del material genético de M. californicum,
M. bovigenitalium (tabla 4) y Chlamydia spp. (genes 16S y 23S; tabla 5). Segun los datos
reportados por Eckert et al. (2019) estudiaron la interaccion entre Chlamydia abortus y
psittaci y espermatozoides de toros reproductores. Los resultados demostraron que solo las
Chlamydias viables de ambas especies disminuyeron la motilidad total y progresiva de los
espermatozoides, después de aproximadamente 9 horas de incubacién. Ademas,
observaron mediante microscopia Optica que solo C. abortus y C. psittaci viables eran
capaces de unirse a los espermatozoides bovinos y que esa unién aumentaba de manera
dependiente con el tiempo, siendo capaces de afectar la motilidad de los espermatozoides
bovinos. Esto podria indicar que en nuestras muestras de semen bovino criopreservado la
viabilidad de las Chlamydias spp. no era la adecuada como para afectar los parametros de
calidad seminal, sumado al hecho que el tiempo maximo al que se evalué esto fue a las dos

horas post-descongelacion.

En nuestro trabajo pudimos observar que la MET y la MRP fueron afectadas negativamente
solo en las muestras en las que se amplificd los genes correspondientes a U. diversum. En
concordancia con nuestros hallazgos, Lui et al. (2014) estudiaron la prevalencia de
infecciones generadas por Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, Chlamydia

trachomatis y su efecto sobre la calidad seminal en hombres infértiles y fértiles. Observaron
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gue, si bien los tres microorganismos mostraban una elevada frecuencia entre hombres
infértiles y fértiles, solo Ureaplasma fue capaz de influir negativamente en los parametros
de calidad seminal (morfologia, vitalidad, motilidad e integridad celular). Los autores
adjudicaron este efecto a la capacidad de Ureaplasma de adherirse a los espermatozoides.
En funcidén de los parametros de calidad seminal evaluados en nuestro trabajo no se
detectaron cambios o alteraciones ocasionadas por la presencia del material genpetico
correspondiente a los deméas agentes estudiados. Esto podria deberse a que solo
detectamos la presencia/ausencia de los microorganismos estudiados y no la cuantificacion
de ADN, por lo que probablemente la concentracion de material genético correspondiente
a M. bovigenitalium, M. californicum, Chlamydia spp. en el semen no fue suficiente para
afectar la calidad seminal. En coincidencia con esto, Flores-Olivares et al. (2014) reportaron
gue la presencia de E. coli fue capaz de afectar negativamente la calidad de los
espermatozoides eyaculados en carneros y este efecto fue dependiente de la concentracion
bacteriana. A pesar que estos microorganismos son patdogenos oportunistas, no hemos
encontrado reportes que indiguen que el uso de semen contaminado haya tenido impacto
negativo sobre las tasas de concepcion o prefiez en vacas inseminadas. Esto pone en duda
la patogenicidad de estos agentes, siendo necesario generar estudios que evalien su
capacidad de provocar enfermedad. Como consecuencia de ello, podriamos considerar que
el toro actia como un portador sano con capacidad para diseminar los genes

correspondientes a estos agentes estudiados.

9. CONCLUSIONES

v Las técnicas de PCR permiten detectar la presencia de genes correspondientes a M.
californicum, M. bovigenitalium, Chlamydia spp. (genes 23Sy 16S) y U. diversum en
muestras de semen de bovino criopreservado de origen comercial. No se detecté la
presencia de la secuencia génica correspondiente a Mycoplasma bovis en las
muestras estudiadas.

v' La prevalencia de los genes codificantes para los agentes evaluados en muestras
de semen bovino criopreservado fue de 41% para Mycoplasma californicum, 22%
para Mycoplasma bovigenitalium, 11% para Ureaplasma diversum, 47% para

Chlamydia spp. 23S y un 7% para Chlamydia spp. 16S.
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v' En el 25% de los toros afectados se detecté la presencia de genes correspondientes
a mas de un microorganismo estudiado.

v' Solo la presencia del material genético correspondiente a U. diversum afect6
negativamente los parametros de calidad seminal evaluados en las muestras de

semen bovino criopreservado de origen comercial.
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10.ANEXO

TINCION VITAL EOSINA NIGROSINA

Citrato de sodio dihidratado.................cceeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeiians 2,45 g
NIGEOSINA. .ttt e e e e e e e e e e e e e e e e 29
EOSING. ... 19
Agua bidestilada estéril..............cooiiiiiii . 100 ml

SOLUCION HOS

(Segun Paulenz, 1992)
Citrato de SOAI0........cevveiiiiiiiiie i 0,49 ¢
Sodium citrate® MALLINCKRODT 0754
FrUCTOS AL ..t 0,90¢
D-(+)-Fructose® SIGMA F3510
L (U= 0] = W o= o F PR 100 ml
Bamstead/Ultraline®, modelo D 11931 (USA)

Nota: Ajustar la osmolaridad a 100 mOsm/I pH a 7,5-7,8 (ajustar adicionando hidroxido
de sodio (Sodium hidroxide® SIGMA S5881). Alicuotar en botellas con tapa a razén de

50 ml c/u y conservar en heladera a 5 ° C hasta su uso.

SOLUCION HOS FORMOL (STOP)
SolUCION HOS ... 1ml
Solucion formol al 38%0.......cccoeeeeeeeeeeiiiieeeee e 3 ul
Formaldehyde solution® SIGMA F8775

Nota: Conservar a 5 °© C hasta su uso.
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