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RESUMEN  

Los objetivos del presente trabajo fueron caracterizar los microorganismos presentes en 

muestras de semen bovino congelado-descongelado, determinar la resistencia de los 

aislamientos a los antibióticos (atb) más utilizados en los diluyentes seminales y evaluar el 

impacto de la presencia de los mismos sobre los parámetros de calidad espermática. Para 

llevar a cabo este estudio se utilizaron 100 muestras de semen bovino criopreservado de 

origen comercial. Las muestras permanecieron en termos con nitrógeno líquido hasta el 

momento de su evaluación.  Al momento de la descongelación, en baño termostático a 

37°C, se realizaron determinaciones de calidad seminal (motilidad espermática total, 

motilidad rectilínea progresiva, vigor, concentración, funcionalidad e integridad de la 

membrana plasmática) y en simultáneo, una alícuota de la muestra fue incubada en caldo 

de enriquecimiento BHI en estufa de cultivo en dos tiempos diferentes (2 hs vs 24 hs). 

Posteriormente fueron sembradas diluciones de los enriquecimientos en Mac Conkey, 

Hongos y Levaduras y TSA. Para realizar los aislamientos, una alícuota del semen se 

sembró e incubó en Agar Sangre y luego sobre los mismos, se determinó el perfil de 

resistencia antibiótica (Estreptomicina, Gentamicina, Penicilina, Azitromicina, Tetraciclina 

y Norfloxacina). Se determinó que la prevalencia de microorganismos en las pajuelas 

evaluadas fue del 28%, de los cuales el 47% correspondía a hongos y levaduras y el resto 

de los aislamientos se dividió entre 18% de bacterias Gram negativas y 30% de bacterias 

Gram positivas, mientras que el 6% restante no pudo ser identificado. También se 

determinó que la presencia de dichos agentes no afectó la calidad del semen. De los 

microorganismos hallados en las muestras, el 61% pudo ser caracterizado y en todos los 

casos fueron resistentes al menos a uno de los antibióticos ensayados. Se concluye que la 

incubación de las muestras de semen en caldo BHI durante 24 hs, mejoró la tasa de 
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aislamientos, que la prevalencia de microorganismos contaminantes en muestras de 

semen bovino criopreservadas fue del 28% sin afectar negativamente la calidad del 

semen y que los microorganismos aislados presentaron resistencia al menos a uno de los 

antibióticos ensayados y de uso frecuente en diluyentes seminales.  

Es probable que el corto tiempo en el cual los espermatozoides han estado expuestos 

a los microorganismos y las bajas temperaturas en las que se procesa y mantiene el 

semen sean los factores condicionantes que minimizan los efectos deletéreos de los 

microorganismos sobre los gametos masculinos.   
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1. INTRODUCCIÓN   

1.1. Anatomía y fisiología de la reproducción del toro 

El aparato reproductor del toro está formado por dos grupos de órganos: los órganos 

sexuales primarios y los sexuales secundarios (Frandson & Spurgeon, 1992; Fig. 1). El 

primer grupo se encuentra constituido por los testículos, cuya función es la de producir 

gametos masculinos o espermatozoides (función exocrina) y secretar hormonas esteroides 

(función endócrina), como la testosterona (Galina & Valencia, 2009; Hernandez, 2014). 

Estos se encuentran ubicados dentro del escroto, el cual tiene como función  proteger a los 

testículos y junto con los músculos específicos regular la temperatura para asegurar el 

correcto funcionamiento. La producción normal de espermatozoides en los testículos 

ocurre normalmente de 4ºC a 7ºC por debajo de la temperatura corporal. Los testículos del 

toro están formados por los túbulos seminíferos, rodeados de una capa fibrosa llamada 

túnica albugínea, de la cual emergen estructuras que forman una red de soporte (Frandson 

& Spurgeon, 1992). En el nacimiento, las células germinativas de los machos se llaman 

gonocitos. Los túbulos seminíferos son pequeños y no tienen lumen, la población celular 

está compuesta por gonocitos y células de soporte que darán origen a las células de Sertoli 

(Galina & Valencia, 2009). Los túbulos se encuentran rodeados por gran cantidad de tejido 

intersticial que contiene principalmente células mesenquimales precursoras de las células 

de Leydig. Cuando la diferenciación celular de las células mesenquimales comienza a 

manifestarse, ocurre la formación del lumen del túbulo seminífero (Galina & Valencia, 

2009).  El segundo grupo de órganos del tracto reproductivo del toro, está compuesto por 

los conductos excretores, las glándulas accesorias, el pene y el prepucio.    

Uno de los primeros cambios al iniciarse la pubertad en el toro es el aumento en la 

liberación pulsátil de la hormona luteinizante (LH) proveniente del hipotálamo. Estas 
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secreciones de LH estimulan a las células de Leydig para producir testosterona, 

necesaria para la diferenciación de las células de Leydig y para la espermatogénesis en 

las células de Sértoli (Hafez & Hafez, 2002).  

 

 

Figura 1. Aparato reproductor del toro. Fuente: Hidalgo et al. (2009). 

La espermatogénesis es el proceso por el cual se produce la formación de las células 

sexuales del macho. Este proceso está controlado por el eje hipotálamo-hipófisis-

testículo, a través del cual la GnRH (Hormona liberadora de gonadotrofinas) secretada 

por el hipotálamo regula la liberación cíclica de LH y de hormona folículo estimulante 

(FSH)  desde adenohipófisis (Barrios, 2012; Rodríguez Ávalos et al., 2013). La LH 

tiene acción directa sobre la espermatogénesis a través de la estimulación de la 

producción de testosterona por las células de Leydig; y la FSH actúa sobre las células de 

Sertoli estimulando la espermiogénesis, proceso durante el cual una espermátida es 

modificada para dar origen a un espermatozoide inmaduro (Amann & Schanbacher, 
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1983). A su vez la testosterona es necesaria para el mantenimiento de la espermatogénesis 

y ejerce un mecanismo de retroalimentación negativa en el eje hipotálamo-hipófisis-

testículo (Amann & Schanbacher, 1983; Ekstedt et al., 1986); es decir los niveles de 

testosterona controlan tanto la liberación de GnRH como de gonadotrofinas, y por ende su 

propia concentración. Cuando las concentraciones de testosterona son altas, el sistema de 

retroalimentación negativa disminuye la producción de ésta debido a la inhibición que se 

produce sobre el hipotálamo y la hipófisis. Por el contrario, cuando las concentraciones de 

testosterona son bajas, no ocurre tal inhibición y el sistema incrementa la producción de 

testosterona (Bustos & Torres, 2012). La espermatogénesis es un proceso largo y dirigido 

en el que las células madres diploides de la base de los túbulos seminíferos, llamadas 

espermatogonias, se dividen por mitosis para mantener su número y que, de manera cíclica, 

generan progenie que sufre progresivas divisiones meióticas hasta diferenciarse en 

espermátidas haploides que se liberan como espermatozoides (Cunningham & Klein, 

2009).  El proceso espermatogénico consta de tres fases: 1) Espermatocitogénesis, que 

consiste en divisiones mitóticas sucesivas de las espermatogonias para dar lugar a los 

espermatocitos primarios. 2) En la segunda fase, se produce un proceso denominado 

meiosis que se desarrolla en dos fases: meiosis I y meiosis II. Durante la meiosis I, los 

espermatocitos primarios duplican su ADN y experimentan cambios nucleares progresivos 

de la profase meiótica, antes de dividirse para formar espermatocitos secundarios. Los 

espermatocitos secundarios se someten a una segunda división meiótica para formar 

células haploides, conocidas como espermátidas redondas. 3) En la tercera fase, se produce 

la espermiogénesis, que consiste en la diferenciación morfológica y fisiológica de las 

espermátidas a espermatozoides. Durante esta última etapa, ocurren cambios como 

condensación de la cromatina nuclear, la formación del flagelo y el desarrollo del 

capuchón acrosomal (Hafez & Hafez, 2002; De vos et al.,  2003; Pendás Rodriguez et al., 
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2013). Los cambios que ocurren en las espermiogénesis consisten en: a) formación del 

acrosoma, que se extiende sobre la mitad de la superficie nuclear y contiene las enzimas 

que ayudarán a la penetración del ovocito; b) condensación del núcleo; c) formación del 

cuello, pieza media y flagelo y d) eliminación de la mayor parte del citoplasma 

(Rodríguez Ávalos et al., 2013). Durante la espermiogénesis, a partir del centriolo se 

produce el flagelo del espermatozoide, necesario para el desarrollo de la movilidad 

espermática. Aquí las mitocondrias se reúnen y se acomodan en la base del núcleo, 

formando parte de la pieza media del espermatozoide. El aparato de Golgi dará origen a 

la vesícula acrosómica, el núcleo se condensa y el resto del citoplasma es eliminado 

(Gilbert, 2005). 

La espermatogénesis puede ser afectada por diversos factores, pero el que se describe 

con mayor frecuencia es el incremento de la temperatura escrotal que puede ocurrir por 

procesos inflamatorios, fiebre, o temperatura ambiental muy elevada (Barrios, 2012). El 

estrés térmico escrotal produce alteraciones en la función testicular, pérdida del peso 

testicular, pérdida de células germinales e incremento de la apoptosis celular (Lue et al., 

1999). El efecto del estrés térmico sobre las células de la línea germinal masculina 

depende del grado de apoptosis o necrosis y de la capacidad de estas células de 

responder al estrés y reparar su ADN (Rockett et al., 2001). Las células de cada una de 

las etapas tienen diferentes respuestas al estrés térmico. Algunas se eliminan por 

apoptosis, mientras que otras células germinales completan su desarrollo y dan lugar a 

espermatozoides móviles con daño en su ADN (Banks et al., 2005). 

1.2. Composición del semen 

En condiciones naturales, el toro eyacula 4 a 10 ml de semen, con 800 a 2000 

millones de espermatozoides por ml. En la producción de semen también influyen la 
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edad del toro, la estación del año y la frecuencia de eyaculación (Hafez & Hafez, 2002). El 

semen, además de espermatozoides, contiene 75% de agua, iones orgánicos e inorgánicos, 

minerales como Na+ y K+ y en menores cantidades Zn++ (actúa como antimicrobiano), 

Ca++, Cu++, Fe++ compuestos como fructosa, sorbitol, ácido cítrico, ácido ascórbico, 

péptidos, proteínas, lípidos, ácidos grasos, aminoácidos, inmunoglobulinas como IgA, 

hormonas y numerosas enzimas (Zini et al., 1993).  

El eyaculado está constituido por la porción líquida o plasma seminal y por la porción 

celular. El plasma seminal es una mezcla compleja de secreciones de los testículos, el 

epidídimo y glándulas sexuales accesorias que sirve de vehículo para transportar el 

espermatozoide eyaculado (Mann & Lutwak-Mann, 1981). El pH del plasma seminal varía 

desde 6.7 hasta 7.4 y tiene el potencial para neutralizar el pH ácido vaginal. 

Adicionalmente, el plasma seminal contiene inhibidores de la respuesta inmune, es decir 

cumple un rol protector espermático dentro del tracto reproductivo de la hembra 

modulando la respuesta inflamatoria tras la monta. Sus proteínas protegen selectivamente a 

los espermatozoides para no ser fagocitados por neutrófilos presentes en el útero que 

juegan un papel importante en el transporte y eliminación de espermatozoides muertos 

(Dostál et al., 1997; Tovío Luna & Bernal Quintero, 2020). Complementariamente, ejerce 

sobre los espermatozoides funciones de nutrición, protección, regulación de la motilidad, 

capacitación de los espermatozoides, reconocimiento y unión entre gametos (Johnson, 

1995).   

Durante la eyaculación, las proteínas del plasma seminal participan en los procesos 

relacionados con la protección espermática durante su tránsito y almacenamiento en el 

epidídimo, en el eyaculado y durante el transporte en el tracto reproductivo de la hembra y 

fecundación del ovocito, también participan en la actividad inhibitoria y de estabilización 
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tanto de complejos enzimáticos como así la estabilización de la cromatina espermática. 

Estas proteínas, además, contienen propiedades inmunosupresivas e 

inmunomoduladoras y controlan la actividad enzimática en el metabolismo espermático 

(Strzezek, 2002; Tovío Luna & Bernal Quintero, 2020). 

1.2.1. Morfología y fisiología espermática  

Los espermatozoides de los mamíferos pueden dividirse en dos subunidades 

primarias: la cabeza y la cola, ambas rodeadas por la membrana plasmática. Las 

principales organelas de la cabeza son el núcleo y el acrosoma. Este último cubre las 2/3 

partes del núcleo y se ubica en el ápice del mismo. La unión de la cabeza y cola se 

realiza a través del cuello. La cola, puede dividirse en tres segmentos: la porción o pieza 

principal, la porción media y la porción terminal (Stornelli & Luzbel, 2016). La cabeza 

del espermatozoide contiene el ADN, responsable del material genético masculino en la 

fecundación; la pieza intermedia incluye una alta proporción de mitocondrias que son 

fundamentales para la producción de energía y por último la cola responsable de la 

motilidad espermática. El acrosoma, el cual se extiende hasta la región ecuatorial, está 

cubierto por dos membranas (interna y externa) y contiene enzimas importantes para la 

fecundación (Hidalgo et al., 2009; Fig. 2). Externamente, el espermatozoide está 

recubierto por una membrana plasmática cuya composición, estabilidad, fluidez y 

permeabilidad son factores esenciales en la capacitación espermática. La membrana 

plasmática contiene proteínas integrales, fosfolípidos, lípidos neutros y glicolípidos que 

se distribuyen asimétricamente entre los diferentes segmentos del espermatozoide 

(Galina & Valencia, 2009).    
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Figura 2. Esquema de espermatozoide bovino. Fuente: Hidalgo et al. (2009). 

 En los espermatozoides de mamíferos es necesario que se presenten tres procesos 

fisiológicos para que obtengan la capacidad fecundante, estos son: maduración 

epididimaria, capacitación y reacción acrosomal. La maduración del espermatozoide se 

adquiere mediante su tránsito por el epidídimo (Rodríguez Ávalos et al., 2013).  Durante el 

tránsito del espermatozoide por el epidídimo hacia el conducto deferente sufre una serie de 

modificaciones físicas y químicas que le confieren determinadas características conocidas 

como maduración espermática (Aviles, 2011). Uno de los cambios físicos que adquiere el 

espermatozoide es el desarrollo de la capacidad de movimiento progresivo, ya que al 

abandonar el testículo los espermatozoides presentan una movilidad nula o muy débil, 

debido en gran medida a la falta de maduración de su membrana plasmática (Yanagimachi, 

1994). Se ha observado que los espermatozoides pasan de ser inmóviles a experimentar un 

movimiento circular no progresivo, hasta llegar a ser lineal y progresivo en regiones más 

distales del mismo (Hinton et al., 1979).  
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Durante la maduración epididimaria la gota citoplasmática va a migrar desde la pieza 

de conexión al anillo de Jensen (Bedford, 1975). La presencia de una elevada 

proporción de espermatozoides con gotas citoplasmáticas en el eyaculado se asocia con 

alteraciones en la maduración epididimaria y con una capacidad fecundante reducida 

(Keating et al., 1997).  

Las modificaciones químicas que puede experimentar el espermatozoide durante su 

maduración comprende cambios en la composición de fosfolípidos de membrana y 

cantidad de colesterol en proporción a los fosfolípidos, incremento en las uniones 

disulfuro, re-localización de los antígenos de superficie, modificación, eliminación y 

adición de proteínas de superficie (Cooper, 1998).  

1.3.  Inseminación Artificial: generalidades de la técnica  

A nivel mundial la técnica de la inseminación artificial en la producción bovina es 

una herramienta de gran valor para el mejoramiento genético de los rodeos (Villarreal et 

al., 2020). La inseminación artificial ha sido responsable del elevado incremento de la 

producción de leche y carne en los rodeos.  Conjuntamente con los modernos sistemas 

de procesamiento de datos, los cuales han permitido a los analistas de los modelos 

genéticos tomar decisiones sobre los futuros reproductores y mediante esta técnica, 

masificar la difusión de este valioso material genético a gran escala (Sumba, 2012). Por 

medio de esta biotécnica reproductiva, el semen de los machos es colectado 

artificialmente y se deposita en el tracto reproductivo de las hembras para producir la 

fecundación de los ovocitos maduros. Durante las últimas décadas, la inseminación 

artificial ha demostrado ser la tecnología reproductiva que más ha contribuido a acelerar 

el proceso genético de las diferentes especies ganaderas. Sin embargo, el éxito de esta 

tecnología depende de que el semen mantenga su poder fecundante tras ser diluido y 
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congelado (Muiño et al., 2005). La metodología se podría dividir en tres etapas: la primera 

consiste en las técnicas para la identificación de la vaca en estro; la segunda se refiere al 

manejo del semen, y la última parte comprende el procedimiento de introducción del 

semen en el útero (Hernández Cerón & Ortega León, 2009). El período de estro es el 

momento en el que la hembra acepta la cópula o monta. Esta conducta está determinada 

por un incremento significativo de las concentraciones de estradiol producido por un 

folículo preovulatorio y por la ausencia de un cuerpo lúteo (Hernández Cerón & Ortega 

León, 2009). En cuanto a la segunda etapa es importante comprender el manejo del equipo 

utilizado para la inseminación artificial, las técnicas de descongelación y el manejo del 

semen para evitar el daño de los espermatozoides. Es importante además mantener una 

buena higiene para evitar la contaminación de elementos que se usan al momento de 

manipular el semen (Ortuño, 2019). La última etapa de esta técnica consiste en la 

introducción del semen en el útero; para que ocurra la fecundación del óvulo, es necesario 

que los espermatozoides se depositen antes de la ovulación y tengan tiempo de adquirir la 

capacidad fecundante (Galina & Valencia, 2009). La capacitación puede ser definida como 

una suma de cambios que permiten al espermatozoide adquirir la capacidad de fecundar al 

ovocito (Castellón et al., 2018) y ocurre en el tracto reproductivo de la hembra. Durante 

este proceso, el gameto sufre una serie de fenómenos que lo conducen a la hiperactivación 

y reacción acrosómica (Barros & Berrios, 1977), procesos fundamentales para la 

penetración espermática a la zona pelúcida y para la posterior fusión del espermatozoide 

con la membrana plasmática del ovocito. Entre los cambios que ocurren durante la 

capacitación, previo a la hiperreactivación y reacción acrosómica, se encuentran: alteración 

de glicoproteínas de la superficie del espermatozoide y modificaciones de las proteínas y 

lípidos de la membrana plasmática (Roldan & Yanagimachi, 1989). 



17 

 

La técnica de inseminación se denomina técnica recto-vaginal, debido a que con una 

mano se manipula el cérvix a través del recto y con la otra mano se introduce la pistola 

de inseminación por la vagina (Fig. 3). Una vez dentro del cérvix, este se manipula para 

que la pistola atraviese los tres anillos que conforman  el cérvix del útero; cuando se ha 

pasado el último anillo cervical, se deposita el semen en el cuerpo del útero (Hernández 

Cerón & Ortega León, 2009). Uno de los errores más frecuentes es el depósito del 

semen en la vagina o en el cérvix.  

 

Figura 3. Depósito correcto del semen en el útero. Fuente: Revista Veterinaria 

Argentina, (2015). 

1.3.1. Ventajas y desventajas en el uso de la inseminación artificial      

Ventajas: 

 Permite el mejoramiento genético acelerado mediante el uso de sementales sobresalientes.   

 Prueba rápidamente el potencial productivo y reproductivo de un toro. 

 Mejor utilización del semental ya que a partir de un eyaculado es posible inseminar a 

varias hembras.  

 Evita la transmisión de enfermedades venéreas, cuando se utiliza semen sin contaminantes 

microbiológicos.  



18 

 

  Facilita el transporte y distribución de semen.  

 Facilita la implementación de programas de sincronización y cruzamientos.    

 Mejora el control de registros, cubriciones y nacimientos.  

 Permite utilizar sementales con algún impedimento para la monta (problemas óseos, 

exceso de peso corporal, etc.).  

 Reduce costos de preñez de las hembras; no se requiere la presencia de los toros, 

eliminando gastos de alimentación y manejo de los mismos. 

Desventajas:  

 Implica un dominio de la técnica, de lo contrario se puede reducir el porcentaje de 

concepción del rodeo. 

 Las enfermedades pueden propagarse con gran rapidez de toros que no se les lleva un 

control sanitario estricto.   

 Al iniciar un programa de inseminación artificial la inversión monetaria es elevada 

(compra de equipos, instalaciones, etc.). 

1.4. Criopreservación del semen 

La criopreservación de semen es una importante biotecnología reproductiva, que busca 

promover la conservación del germoplasma masculino por tiempo indeterminado (Ribeiro 

Peres et al., 2014). El semen congelado ha sido una de las mayores contribuciones a la 

difusión de la inseminación artificial y al mejoramiento genético del ganado (Cavestany & 

Méndez, 1993). A su vez, mediante la criopreservación es posible detener el proceso que 

sufre el espermatozoide desde la eyaculación hasta la fecundación y conservarlo en el 

tiempo (Watson, 1995). Por otro lado, Critser et al. (1987) observaron que los 

espermatozoides descongelados motiles, con membranas intactas, no mantenían su 

viabilidad y capacidad fecundante durante mucho tiempo como los espermatozoides 
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provenientes de semen fresco. Durante la congelación y descongelación se producen 

alteraciones celulares que afectan la fertilidad del semen criopreservado en comparación 

con el semen fresco (Stornelli et al., 2005). Estos efectos  se relacionan tanto con la 

muerte de las células por efecto del procesamiento del mismo, como con la disfunción 

no letal instaurada en una parte de la población sobreviviente (Watson, 2000). La 

optimización del protocolo de congelación debe contemplar no solo la obtención de un 

alto número de espermatozoides sobrevivientes sino también la habilidad funcional de 

esta población (Stornelli et al., 2005). La aplicación de los procedimientos de 

criopreservación ha sido más exitosa en bovinos que en otras especies de animales 

domésticos, y tiene como finalidad lograr índices de preñez por inseminación artificial 

de manera tan eficaz como después del apareamiento natural  (Hafez & Hafez, 2002). 

Existen dos métodos de congelación, el manual y el automatizado. En el método 

manual, una vez que las pajuelas han sido cargadas y selladas, se lleva a cabo una curva 

de enfriamiento lenta, la cual se inicia con la refrigeración de equilibrio a 4ºC en un 

período de 4 horas. Luego se procede a la congelación de las pajuelas mediante el 

sistema de vapores de nitrógeno líquido a -100ºC, colocando las gradillas con las 

pajuelas sobre el nivel del nitrógeno, contenido en un recipiente de poliestireno, 

manteniéndose por lo menos 10 minutos. Para finalizar, las pajuelas se introducen 

directamente en el nitrógeno líquido para ser conservadas a -196ºC (Rivera Gaona, 

2018). Esta técnica ha demostrado ser viable, aunque la estandarización de las curvas de 

enfriamiento y congelación son imprecisas, dependen de la calidad del material 

utilizado, el tamaño de la caja de poliestireno y el nivel de nitrógeno (Ribeiro Peres et 

al., 2014). En el método automatizado, luego de envasarse, son refrigeradas y 

congeladas utilizando un equipo congelador de semen; la curva de congelación es dada 
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por el software que posee el equipo y puede ser predeterminada por recomendaciones del 

fabricante o modificada por el operario según crea conveniente. Luego de la congelación, 

las pajuelas son sumergidas en nitrógeno líquido y finalmente almacenadas en un termo de 

nitrógeno líquido (Vasconcelos Filho, 2010).    

1.5. Uso, importancia y componentes de los diluyentes en la criopreservación del 

semen 

Se denomina diluyente a aquel compuesto que proporciona a las células espermáticas 

una fuente de energía, protege a las células del daño relacionado con la temperatura y 

mantiene un pH y osmolaridad adecuados para que los espermatozoides puedan sobrevivir 

por periodos cortos o largos de tiempo (Salamon & Maxwell, 1995). Los diluyentes 

permiten también, incrementar el volumen de un eyaculado facilitando la producción de 

dosis con concentraciones óptimas (Gómez Velásquez, 2019). Los diluyentes deben 

mantener la vitalidad y capacidad fecundante de los espermatozoides y minimizar los 

efectos nocivos ocasionados por el descenso térmico.  

Los medios para la conservación espermática deben cumplir las siguientes 

características:  

a. Contener sustancias de tipo iónico que mantengan una adecuada presión osmótica y 

que protejan a los espermatozoides de los cambios bruscos de pH.  

b. Contener lipoproteínas de baja densidad, las mismas son protectoras contra el shock 

por frío. 

c. Contener un agente crioprotector.  

d. Contener una fuente de energía, por ejemplo monosacáridos como glucosa.  

e. Contener antibióticos que protejan contra la proliferación de agentes patógenos 

(Salamon & Maxwell, 1995; Barbas & Mascarenhas, 2009; Rojas, 2014). 
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Cuando se utiliza inseminación artificial, tanto el volumen de inseminación como el 

número de espermatozoides que contiene cada dosis, se reducen sustancialmente al 

compararlo con la monta natural. Si se utilizara semen sin diluir, este volumen 

contendría un número de espermatozoides superior al deseado (Durán et al., 2015). Uno 

de los pasos comprendidos en el proceso de la criopreservación de semen bovino es la 

dilución. La dilución apropiada del semen tiene como objetivo aumentar la capacidad de 

uso de la masa espermática para que, a partir de una sola eyaculación, se pueda fecundar 

mediante inseminación artificial al mayor número de hembras posibles (Derivaux, 

1982). Al mismo tiempo, los componentes del diluyente le otorgan a los 

espermatozoides las condiciones óptimas para el mantenimiento de su vitalidad y 

capacidad fecundante a través del tiempo (Carballo et al., 2009).  

En general, los medios de crioprotección incluyen, como principales componentes 

los agentes crioprotectores, tanto penetrantes como no penetrantes, además contienen 

azúcares, lipoproteínas, detergentes, aditivos y antibióticos (Johnson et al., 2000; 

Barbas & Mascarenhas, 2009).  Los agentes penetrantes presentan bajo peso molecular 

y son permeables a la membrana celular; su acción protectora se atribuye a su habilidad 

de prevenir acumulación excesiva de electrolitos y otras sustancias durante el proceso 

de congelación. Además, minimizan la formación de cristales de hielo intracelulares que 

rompen la membrana y su bajo peso molecular permite el rápido ingreso al 

espermatozoide (Gardner et al., 2017). Estos crioprotectores, modula la estabilidad y 

fases de la bicapa de fosfolípidos, así como también afectan los procesos de solvatación 

de agua. Los agentes penetrantes más utilizados son: glicerol, dimetilsulfoxido (DMSO) 

y propanediol (PROH) (Ávila Portillo et al., 2006).  
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Los agentes no penetrantes, son sustancias de alto peso molecular, efectivas a 

velocidades altas de congelación, son importantes por ejercer su acción crioprotectora 

promoviendo la rápida deshidratación celular (Ávila Portillo et al., 2006), no son 

permeables para la membrana plasmática del espermatozoide y ejercen su acción en el 

medio externo (Vallecillo Hernández, 2011). Los más utilizados son: sacarosa, glucosa, 

dextrosa y dextrano.  

Cuando los espermatozoides son congelados y descongelados se ven sometidos a varios 

ciclos de deshidratación e hidratación lo que resulta en cambios significativos de volumen. 

Estos cambios de volumen están asociados a cambios en la concentración de iones y 

electrolitos en las soluciones intra y extra celular  (Stornelli et al., 2005). Las células se 

comportan como osmómetros, variando su volumen en respuesta a cambios osmóticos 

extracelulares, así las células pierden o captan agua según se expongan a medios 

extracelulares híper o hipo osmóticos, respectivamente (Fernandez et al., 2009). Los 

crioprotectores permiten mantener una mayor proporción de agua líquida a bajas 

temperaturas y en consecuencia una menor concentración de electrolitos posibilitando la 

supervivencia celular durante el proceso de criopreservación (Gao et al.,  1993).  Además 

del uso de crioprotectores para tal fin, el choque térmico puede ser mitigado por la 

presencia de ciertos fosfolípidos, una congelación lenta y preacondicionamiento en un 

medio con un nivel elevado de sales (Fernandez et al., 2009). 

1.6. Antibióticos en diluyentes  

Los antibacterianos contenidos en los diluyentes seminales actúan controlando la 

contaminación microbiana que se produce principalmente durante el proceso de obtención 

del semen (Izquierdo et al., 2015). La Directiva de la UE 88/407 (Consejo de las 

Comunidades Europeas, 1988) establece que estreptomicina, penicilina, lincomicina y 
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espectinomicina son los antibióticos que se deben añadir al semen diluido. La adición de 

penicilina y estreptomicina fue en principio la combinación más utilizada, sin embargo 

algunas bacterias han demostrado resistencia a estos fármacos (Yániz et al., 2010). 

Posteriormente, se emplearon drogas del grupo de los aminoglucósidos, activos contra 

bacterias Gram positivas y Gram negativas en concentraciones próximas a 200 mg/l. 

Éstos últimos incluyen polimixina, neomicina, tilosina, gentamicina, lincomicina y 

espectinomicina, y se consideran promisorios como agentes antimicrobianos en semen. 

(Trujillo & Rivera, 2002; Cremades et al., 2005).  Por otra parte, Shin et al. (1988) 

demostraron que la combinación de gentamicina, tilosina y linco-espectina fue eficaz 

para controlar el crecimiento de bacterias en el semen. Sin embargo, esta combinación 

no eliminó completamente micoplasma de semen criopreservado de toros infectados 

artificialmente (Shin et al., 1988; Visser et al., 1999).  

1.7. Resistencia a los antibióticos utilizados en criopreservación del semen 

Los antibióticos son fármacos que se utilizan para tratar las infecciones bacterianas, 

su mecanismo de acción se basa en inhibir o detener el crecimiento de las bacterias, o 

bien matarlas. Estos trabajan de forma diferente, por ejemplo la penicilina causa 

debilitamiento de la pared celular, que estalla, por lo cual la bacteria muere (JIACRA, 

2020). Es importante tener en cuenta que los antibióticos ejercen una presión selectiva 

sobre las poblaciones bacterianas, es decir, no todas las bacterias son sensibles al 

antibiótico utilizado y estas pueden sobrevivir y seguir multiplicándose. Esto crea una 

población bacteriana que es resistente al antibiótico al cual se ha expuesto a la bacteria. 

La presión selectiva es un proceso natural que puede ser más lento, pero que no se 

puede parar. La sobreutilización del antibiótico ayuda a acelerar la selección de 



24 

 

bacterias resistentes (Muñoz Ibarra, 2017). Pantozzi et al., (2010) han reportado 

información sobre multirresistencia por parte de enterococos en animales domésticos. 

1.8. Métodos de extracción del semen   

La obtención de semen es el primer paso dentro de un programa de congelación, 

preservación e inseminación artificial. Esta primera fase es de vital importancia para la 

obtención de muestras de óptima calidad, así como para la adecuada utilización de los 

sementales (Vallecillo Hernández, 2011). El método ideal para la obtención de muestras 

espermáticas no debe implicar riesgos físicos para los animales, ni para el personal 

encargado de realizar la recolección del eyaculado (Rodríguez Ávalos et al., 2013). Los 

métodos más comúnmente utilizados se explican a continuación. 

1.8.1. Vagina Artificial  

La obtención de semen por medio de vagina artificial es el método más empleado en la 

mayoría de las especies domésticas, cuya temperatura y presión adecuadas, imitan las 

condiciones naturales para inducir la eyaculación, por lo que provee muestras con 

características normales y representativas (Rodríguez Ávalos et al., 2013) . Sin embargo, la 

obtención de semen por este método está condicionada a una fase previa de entrenamiento 

(Vallecillo Hernández, 2011). La aplicación de este método requiere la utilización de un 

animal para la monta o un maniquí simulando la monta natural (Gómez Coronado, 2013). 

La vagina artificial consta de un tubo rígido de plástico o metal, con una válvula metálica 

exterior que permite introducir agua y aire (Galina & Valencia, 2009). Por la parte interna, 

se introduce una funda o camisa de látex cuyos extremos se doblan y sujetan sobre un tubo 

rígido, formando un espacio que se llena con agua atemperada a 45ºC aproximadamente 

para proveer el estímulo adecuado y lograr la eyaculación (Fig. 4). En uno de los extremos 

de la vagina artificial se coloca una copa o tubo colector graduado y cono colector que 
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conecta el tubo y la vagina. La eyaculación del bovino se considera monofásica y 

sumamente violenta (ocurre en pocos segundos), después de la eyaculación, el animal 

desmonta casi inmediatamente, entonces, se procede a retirar la vagina y el tubo 

graduado (conteniendo el eyaculado). Es importante proveer al tubo de colecta con 

algún cobertor para proteger debidamente de la luz solar directa y de los cambios 

drásticos de temperatura (choque térmico) y contaminación (Morillo et al., 2012). 

 

Figura 4. A. Vagina artificial comúnmente utilizada para toros. B. Diagrama 

esquemático de los componentes básicos de una vagina artificial. Fuente: A. Página 

Web Phibro Salud Animal. B. Página Web Cátedra “Fundamentos de Producción 

Animal”, Facultad de Agronomía e Ingeniería Forestal, Pontificia Universidad Católica 

de Chile. 

Ventajas y desventajas del uso de vagina artificial  

La universalidad del uso de esta técnica responde al hecho de que se obtienen 

eyaculados muy limpios y con baja contaminación cuando se realiza correctamente 

(Arieta Román et al., 2014). La extracción por medio de vagina artificial brinda una 

mayor concentración de espermatozoides en el eyaculado y una mejor calidad del 

mismo, debido a que es un método fisiológico y necesita la acción voluntaria del 

animal; por tanto, es más viable para someterlo a congelación (Gómez Coronado, 2013).  
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El método de la vagina artificial tiene como principal desventaja el hecho de requerir el 

uso de animales dóciles y entrenados (Arieta Román et al., 2014). Además, se necesita un 

animal o maniquí para estimular al macho, lo que dificulta el trabajo a campo abierto 

(Villamizar Guerrero, 2014). 

1.8.2. Uso de Electroeyaculador   

La técnica de electroeyaculación se basa en la obtención de material seminal tras la 

aplicación de un estímulo eléctrico, a través de un electrodo insertado en el recto que 

desencadena la erección y eyaculación (Curbelo & Rodríguez, 2013; Rodríguez et al., 

2018). Con la utilización del electroeyaculador, como método para la recolección de 

semen, la eyaculación es un proceso bifásico, primero ocurre la emisión y continúa con la 

erección y la eyaculación propiamente dicha (Morillo et al., 2012). Cuando se produce una 

estimulación adecuada, esta viaja por medio del nervio pudendo interno hacia los centros 

lumbosacros de la columna vertebral, desde allí parte la respuesta a través de los nervios 

simpáticos lumbares y esto hace que la musculatura lisa que recubre la próstata, glándulas 

vesiculares y conductos deferentes, se contraiga. Esta contracción promueve la progresión 

de los espermatozoides hacia la uretra pélvica (Morillo et al., 2012). Por otra parte, la 

respuesta nerviosa viaja vía nervios parasimpáticos para provocar la contracción de la 

musculatura estriada del tracto uretral, lo que resulta en la erección del pene y la 

eyaculación propiamente dicha  (Morillo et al., 2012; Fig.5). El área sobre la ampolla, 

próstata y uretra se debe masajear con movimientos de adelante hacia atrás con dirección 

longitudinal. Dicha estimulación debería facilitar la colección del semen mediante el 

electroeyaculador (Curbelo & Rodríguez, 2013). La estimulación normalmente es 

continuada hasta obtener de 2 a 5 ml de semen (Barth, 2007). Hay casos en que se hace 

necesario realizar los estímulos eléctricos con intervalos de descanso de 1 a 2 segundos 
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(Villamizar Guerrero, 2014). El electroeyaculador permite extraer semen a todos los 

toros sin previo acostumbramiento especialmente en animales indómitos o con 

afecciones de los miembros posteriores (Arthur et al., 1991).    

 

Figura 5. Electroeyaculador para la recolección de semen. Fuente: Morillo et al. 

(2012). 

Ventajas y desventajas en el uso del electroeyaculador 

La principal ventaja del uso de electroeyaculador es la obtención de semen de forma 

rápida y fácil para la evaluación reproductiva de los machos en el campo sin ser 

necesaria la voluntad del animal (Rodríguez Ávalos et al., 2013). Por ello, no es 

necesario el entrenamiento previo y se puede colectar un gran número de animales en 

poco tiempo. Otra de las ventajas que aporta este método es la de ser utilizado en 

animales imposibilitados para la monta (Morillo et al., 2012). 

Una de las desventajas del uso del electroeyaculador es que puede contaminar la 

muestra con orina si no se prepara adecuadamente al macho; la extracción por este 

método disminuye la concentración  de espermatozoides en el eyaculado por lo que es 

aconsejable su uso en fresco para inseminación directa (Gómez Coronado, 2013). 
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1.9. Evaluación del semen    

En la actualidad, el proceso de evaluación de semen es una herramienta primordial en la 

aplicación de nuevas biotecnologías, así como en los procesos de valoración de futuros 

reproductores (Rodríguez et al., 2008).. Un requisito indispensable para el desarrollo de la 

inseminación artificial es que el semen utilizado mantenga su capacidad fecundante 

después de haber sido criopreservado (Hidalgo et al., 2009). Existe una baja correlación 

entre la fertilidad del semen y sus parámetros cuantificables, más aún no se ha encontrado 

una evaluación que pueda predecir la capacidad fecundante del eyaculado (Gillan et al., 

2008). Varios métodos han sido utilizados para tal fin, la mayoría de estos estudios se han 

realizado utilizando un microscopio óptico y un operador para hacer las evaluaciones 

seminales, evaluando variables cualitativas y cuantitativas, la mayor parte utilizando 

pruebas con determinaciones subjetivas, es decir, que depende del grado de experticia del 

operador (Quintero Moreno et al., 2017).  

1.9.1. Motilidad Masal 

La motilidad espermática total, es definida como el movimiento en remolinos o en 

ondas del total de espermatozoides de la muestra (Rodríguez Ávalos et al., 2013). Esta es 

una determinación que se realiza sobre una muestra de semen fresco sin diluir y que 

permite hacer una primera determinación de la calidad de la muestra. El movimiento en 

masa depende de tres factores: concentración, porcentaje de células con movimiento 

progresivo y velocidad de movimiento de los espermatozoides (Araujo Moron &  Moron, 

Moron, 2015). Es la característica que permite evaluar la capacidad de desplazamiento de 

los espermatozoides de toros, siendo un parámetro tradicionalmente analizado mediante 

microscopía óptica, clasificando el movimiento de cada célula. A pesar de la subjetividad 

que genera este método, es la forma más accesible y económica de determinar la calidad de 
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movimiento espermático; sin embargo esta evaluación de rutina no es capaz de estimar 

el potencial reproductivo de un toro (Morado et al., 2015).  

1.9.2 Motilidad Total  

La evaluación posdescongelado de la pajuela tiene por finalidad conocer si ese 

semen fue capaz de superar el proceso congelación-descongelación (Gómez & 

Migliorisi, 2015). Esta determinación consiste en visualizar y estimar subjetivamente la 

proporción (%) de espermatozoides móviles, mediante la observación de al menos dos 

campos microscópicos, utilizando para este análisis un microscopio óptico (400X) 

(Ledesma, 2012).  

1.9.3. Motilidad Rectilínea Progresiva  

La determinación de este parámetro es una de las pruebas más utilizadas para obtener 

una aproximación a la calidad del semen. Para evaluarla es necesario el uso de un 

microscopio compuesto u óptico común con objetivos de 100X y 400X, siendo 

importante mantener el semen a evaluar y el material a utilizar a una temperatura  de 

entre 30 a 35 ºC (Rodríguez Ávalos et al., 2013). Los espermatozoides normalmente 

deben moverse de modo rápido y recto a través del campo. La movilidad puede 

clasificarse como:  

 Muy buena: 80-100% de los espermatozoides presentan movilidad progresiva. 

 Buena: 60-79% de los espermatozoides presentan movilidad progresiva.  

 Regular: 40-59% de los espermatozoides presentan movilidad progresiva. 

 Pobre: menos del 40% de los espermatozoides presentan movilidad progresiva (Rodríguez 

Ávalos et al., 2013).  
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1.9.4. Vigor  

La velocidad de movimiento de los espermatozoides, denominado vigor, es la velocidad 

con que éstos atraviesan el campo (Curbelo & Rodríguez, 2013), o la tasa de progresión de 

los mismos (Catena & Cabodevila, 1999). Esta puede ser evaluada al mismo tiempo que se 

evalúa la movilidad progresiva y puede ser cuantificada utilizando la siguiente escala:  

 0= sin movimiento. 

 1= ligera ondulación o vibración de cola, sin progresión. 

 2= progresión lenta, incluyendo detención y comienzo de movimiento.  

 3= movimiento progresivo continuo y moderada velocidad.  

 4= movimiento progresivo, rápido.  

 5= movimiento progresivo muy rápido, en el cual las células son difíciles de seguir 

visualmente (Catena & Cabodevila, 1999). 

El semen de buena calidad, que ha sido recientemente descongelado, normalmente tiene 

40-50% de espermatozoides con movilidad progresiva y un vigor de 3-4. Después de 2 

horas de incubación, estos valores generalmente disminuyen un 10-15% y 1 punto, 

respectivamente (Catena & Cabodevila, 1999).  

1.9.5. Funcionalidad de la Membrana Plasmática Celular  

La membrana plasmática del espermatozoide es una estructura dinámica que participa 

en el reconocimiento y transporte de moléculas (Hidalgo et al., 2009). Estas funciones 

permiten que el espermatozoide adapte su metabolismo al medio circundante, 

proporcionando así un sistema molecular para el reconocimiento del ovocito (Hidalgo et 

al., 2009). La prueba hipoosmótica, reconocida como HOS Test (Hipoosmotis swelling 

test) es una prueba seminal simple y de bajo costo, que permite evaluar la integridad 
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funcional de la membrana plasmática del espermatozoide (Jeyendran et al., 1984). Este 

se realiza mediante la observación de las alteraciones morfológicas que sufren las 

células espermáticas al ser expuestas a condiciones hipotónicas tales como, dilatación y 

enrollamiento de la cola (Jeyendran et al., 1984; Sanchez et al., 2002). Se ha observado 

que la suspensión de espermatozoides en un medio hipotónico ocasiona un desequilibrio 

osmótico entre el medio extracelular y el intracelular y como consecuencia, la célula 

con membrana funcional aumenta de tamaño (Bredderman & Foote, 1969). En 

condiciones fisiológicas, la fecundación no ocurre si la membrana plasmática del 

espermatozoide es bioquímicamente inactiva, aun cuando permanezca estructuralmente 

intacta, por lo tanto la prueba hipoosmótica es un excelente indicador de la 

funcionalidad de la membrana plasmática de los espermatozoides (Tamuli & Watson, 

1992). 

1.9.6. Integridad de la Membrana Plasmática Celular  

La membrana plasmática del espermatozoide es esencial para la fecundación. Por 

ello, es un requisito fundamental que se encuentre intacta y funcional para que el 

espermatozoide pueda sufrir los eventos de capacitación y reacción acrosomal 

(Jeyendran et al., 1984). Debido a su composición rica en ácidos grasos insaturados y a 

la interacción con múltiples estímulos externos, la membrana plasmática de los 

espermatozoides es el principal sitio donde ocurren las alteraciones cuando el semen es 

sometido al proceso de criopreservación (Hammerstedt et al., 1990). Los daños que 

pueden producirse en ésta pueden ser modificaciones en su organización, permeabilidad 

y composición lipídica (Hidalgo et al., 2009). El procedimiento más utilizado para la 

valoración de la vitalidad son las técnicas de tinción vital que permiten diferenciar los 

espermatozoides vivos de los muertos debido a la permeabilidad de la membrana 
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plasmática a los colorantes vitales; por lo tanto, aquellas células que presentan una 

membrana plasmática intacta no permiten el paso del colorante, mientras que si está 

alterada el colorante penetra en el interior de la célula (Rodríguez Ávalos et al., 2013).  

1.9.7. Concentración 

Se define como concentración espermática a la cantidad de espermatozoides que se 

encuentran en una unidad de volumen y está se establece por el recuento de los mismos en 

una muestra de semen diluido bajo condiciones estandarizadas (Palma & Gottfried, 1997). 

La presencia de un mayor número de espermatozoides, siempre y cuando sus 

características sean normales, incrementa la posibilidad de fecundación (Hidalgo et al., 

2009). La cantidad de espermatozoides por eyaculado es un parámetro importante ya que 

refleja indirectamente la capacidad de producción gonadal y de almacenamiento en las 

reservas no gonadales del reproductor (Amann, 1981). Este aspecto es crucial en el caso de 

los toros con baja concentración espermática, o en los casos en que se utiliza semen 

descongelado, que ha sido sometido a estrés durante el proceso de congelación-

descongelación, provocando un daño irreversible en un porcentaje elevado de 

espermatozoides (Hidalgo et al., 2009). El número de espermatozoides presentes en un 

eyaculado puede presentar ligeras modificaciones según la raza, la edad, el tipo de 

eyaculación, es decir si ésta es monofásica, bifásica o trifásica, y el método utilizado para 

recoger el esperma (Palma & Gottfried, 1997).   

La concentración espermática puede calcularse por varios métodos a partir de la muestra 

de semen. Entre estos métodos, se destacan la espectrofotometría, colorimetría, citometría 

de flujo y el uso de cámaras desarrolladas para el recuento hemocitométrico, como las de 

Bürker, Neubauer o Thoma (Ibañez et al., 2016).  
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1.10. Bacterias saprófitas contaminantes del semen  

A pesar de las medidas higiénicas que se toman en los centros de inseminación artificial 

para la manipulación y preparación del semen, existen evidencias sobre la presencia de 

microorganismos patógenos y saprófitos de varios géneros y especies provenientes del 

tracto reproductor de toros clínicamente sanos y adquiridos durante la recolección y 

procesamiento del semen e incluso durante el almacenaje (Silveira Prado & Machado 

Pérez, 2005). Estudios previos en cerdos indican que la mayoría de los contaminantes 

presentes en el semen diluido son bacterias Gram negativas, perteneciente a la familia 

Enterobacteriaceae (Althouse & Kuster, 2000; Althouse & Lu, 2005). En porcinos, en 

humanos y en equinos, el crecimiento excesivo de distintas especies bacterianas como 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus entre otras, 

produjeron  alteraciones en la motilidad espermática y en la integridad de la membrana 

plasmática celular (Sone et al., 1989; Eaglesome & Garcia, 1997; Althouse & Kuster, 

2000; Aurich & Spergser, 2007; Akhter et al., 2008). En seres humanos, se encontró 

que E. coli puede afectar la motilidad espermática tanto por la adherencia como por 

aglutinación (Wolff et al., 1993; Manoj et al., 1994), o mediante la inducción de 

cambios estructurales en la pieza intermedia del espermatozoide, la membrana y el 

acrosoma (Diemer et al., 1996). Otros trabajos realizados en porcinos y humanos, han 

reportado que, dependiendo del tipo de bacterias, una proporción 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 (Tamuli et al., 1984; Auroux et al., 1991; Althouse & Kuster, 

2000). Por lo tanto, los diluyentes que proporcionan la capacidad de extender la vida de 

almacenamiento de los espermatozoides también proporcionan la oportunidad de que 

ciertas bacterias contaminantes puedan alcanzar su umbral necesario para provocar un 
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efecto negativo sobre el potencial de fertilidad (Althouse et al., 2008). Aunque existen 

controversias sobre la interferencia de las bacterias saprófitas en la calidad del semen y su 

capacidad fecundante, algunos autores han reportado que la contaminación bacteriana 

puede competir con los espermatozoides por el uso de nutrientes del semen e incluso 

infectar a las hembras, resultando en bajas tasas de concepción y altas tasas de mortalidad 

embrionaria o abortos (Genovez et al., 1999). En este sentido, se ha observado que la 

presencia de bacterias, puede afectar a la fecundación directamente (Morrell, 2006), o por 

la inducción de la reacción acrosómica, lo que generará una reducción en viabilidad 

espermática (El mulla et al., 1996). 

Bajo las exigencias sanitarias vigentes, los toros donantes de semen deben estar libres 

de entidades infecciosas transmisibles a través del semen como lo son la brucelosis, 

leptospirosis, campilobacteriosis, rinotraqueitis bovina infecciosa, diarrea viral bovina, 

tuberculosis y leucosis bovina infecciosa. Sin embargo, otros microorganismos no 

específicos procedentes del prepucio, piel o del ambiente pueden entrar en contacto con el 

semen y contaminarlo en el momento de la recolección o durante el proceso de 

congelación (Trujillo & Rivera, 2002). Además de estos agentes transmisibles, la 

Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE, 1996) destaca que hay otros agentes 

patógenos y bacterias saprofitas que pueden ser capaces de contaminar el semen de los 

toros. Existen dos fuentes principales de contaminación seminal: las de origen animal y las 

de origen no animal. La primera fuente incluye, entre otras, las contaminaciones 

procedentes de las heces, fluidos prepuciales, secreciones respiratorias, piel y pelo 

(Coehlo, 1976; Flatscher & Holzmann, 1984); Muchos patógenos y bacterias de la 

microbiota de la cavidad prepucial sobreviven a los procesos de industrialización, con el 

riesgo para los animales y, a veces para la salud pública, ya que algunos agentes son 
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zoonóticos (Palit et al., 1986; Eaglesome & Garcia, 1997; Genovez et al., 1999; Ronald 

& Prabhakar, 2001). La segunda fuente de contaminación del semen está relacionada 

con la utilización de materiales no esterilizados, equipos, malas condiciones higiénicas, 

y/o la contaminación humana (Althouse & Kuster, 2000; Althouse & Lu, 2005).  

1.11. Hongos y levaduras contaminantes del semen  

Si bien la bibliografía existente acerca de la contaminación por hongos en semen 

criopreservado es muy escasa, Morrell & Wallgren (2011) han reportado, en la especie 

equina, que los antifúngicos podrían tener un efecto perjudicial sobre los 

espermatozoides, lo cual dificulta su empleo para la refrigeración y congelación del 

semen. Por otro lado, se ha reportado entre los mohos, la presencia de Aspergillus spp y 

entre las levaduras Candida albicans en semen equino criopreservado en presencia de 

antibióticos (Vaid et al., 2012). Además, otra investigación llevada a cabo en la misma 

especie advierte la presencia de las especies fúngicas Aspergillus niger  y Aspergillus 

fumigatus, y levaduras Candida inconspicua, Candida guilliermondii, Cryptococcus 

humicola y Cryptococcus laurentii (Corona & Cherchi, 2009). Complementariamente, 

Morales Berrocal et al. (2017) han encontrado una relación entre la presencia de 

Candida albicans en semen de la especie humana y una disminución en la calidad 

seminal, resultando en una disminución de la movilidad espermática, apoptosis, 

vacuolización nuclear, vesículas en membrana acrosomal externa y flagelos hinchados 

al coincubar con los espermatozoides. Los antibióticos añadidos al medio crioprotector 

no son adecuados para proteger al semen congelado de la contaminación microbiana 

fúngica (Corona & Cherchi, 2009).  
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1.12. Efectos deletéreos de la contaminación por microorganismos 

Un estudio llevado a cabo en cerdos demostró que para esta especie la contaminación 

bacteriana genera alteraciones en el semen como disminución de la motilidad, aglutinación 

espermática, alteraciones del acrosoma y reducción del pH hasta niveles ácidos (Izquierdo 

et al., 2015). Complementariamente, en la especie humana Pardo et al. (2015) han 

obtenido resultados que sugieren que la incubación de espermatozoides con los factores 

solubles, producto del metabolismo, de tres especies bacterianas del género Staphylococcus 

puede afectar la calidad espermática y por ende la función reproductiva masculina. 

Asimismo se ha demostrado que la incubación de espermatozoides humanos con bacterias 

del género Escherichia o sus factores solubles, alteran la movilidad espermática (Cano 

Cháves et al., 2017). Por otra parte, un estudio llevado a cabo en cerdos determinó que la 

presencia de Pseudomonas aeruginosa en semen fresco, afecta negativamente la movilidad 

espermática, no obstante en este estudio no se encontró diferencia significativa entre la 

presencia o ausencia de Escherichia coli y la aglutinación espermática (Rodríguez, 2017)  

Adicionalmente,  Baud et al. (2019) analizaron la microbiota seminal de hombres con 

parámetros de espermogramas normales y anormales, y encontraron que la abundancia de 

géneros específicos como, Prebotella, Staphyloccocus y Lactobacillus afecta 

negativamente la movilidad espermática así como también se encuentran relacionadas a 

espermatozoides con morfología anormal. Otro estudio llevado a cabo en ovinos determinó 

anormalidades en la morfología espermática de semen criopreservado contaminado con 

Campylobacter fetus (López de Armentia, 2017). Los hallazgos antes descriptos son 

evidencia significativa del efecto negativo que causan las bacterias contaminantes en 

semen de distintas especies.  
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La información sobre el impacto de las bacterias saprófitas en la calidad del semen 

de toros es muy limitada y la mayor parte de los trabajos científicos han sido realizados 

en porcinos y equinos, debido a que en estas especies el semen se mantiene por varios 

días refrigerado (5ºC). A pesar de la gran importancia que se concede a la calidad 

bacteriológica del semen criopreservado de toros, sobre todo en el comercio mundial, 

son escasos los estudios realizados para determinar la presencia de las bacterias 

contaminantes del semen y el efecto de éstas sobre la calidad seminal. Del mismo modo, 

se desconoce la existencia de trabajos en bovinos en los que se investiguen la 

prevalencia de microorganismos contaminantes y la resistencia de los mismos a los 

antibióticos comúnmente utilizados en los diluyentes para criopreservación. Con el 

presente proyecto se espera evaluar diferentes técnicas y estrategias de cultivo 

bacterianos con mayor grado de eficiencia en el aislamiento de microorganismos que 

normalmente no pueden ser aislados; determinar la prevalencia de diferentes agentes 

microbianos en muestras de semen criopreservadas de origen comercial y establecer 

interacciones entre los hallazgos microbiológicos y los parámetros de calidad 

espermática; agregando valor e innovando en la evaluación de parámetros desatendidos 

actualmente en una evaluación seminal convencional.  

1.13. Recomendaciones de la Organización Mundial de Sanidad Animal   

La Organización Mundial de la Sanidad Animal (2001) establece a través de su 

código zoosanitario internacional una serie de recomendaciones generales para la toma 

y manipulación higiénicas de semen de bovinos con el fin de obtener semen 

prácticamente exento de bacterias comunes potencialmente patógenas. Dichas 

recomendaciones apuntan a mantener una buena higiene en las instalaciones en las que 

se toma el semen, en los laboratorios de tratamiento del mismo, así como también las 
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condiciones de control sanitario que deben aplicarse tanto a toros como a animales 

excitadores. El respeto de estas recomendaciones puede evitar la contaminación del semen 

según la OIE (2001). Los recuentos de las colonias de bacterias (UFC/ml) presentes en el 

semen tratado son indicadores importantes de las normas de higiene observadas en el 

laboratorio de tratamiento del semen. El resultado del recuento no debe superar el valor de 

5x103 UFC/ml (OIE, 2001). Las consideraciones para determinar si una pajuela es apta o 

no apta para inseminación artificial se basan en las normas ISO 9002 que exigen que el 

semen esté libre de patógenos y toleran hasta 500 UFC de gérmenes oportunistas por 

unidad de inseminación. La OIE clasifica el semen en calidad bacteriológica media entre 

500 y 5000 UFC, y baja ≥ 5000 UFC (Catena et al.,  2014). 
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2. HIPÓTESIS  

Las pajuelas de semen bovino de origen comercial presentan microorganismos 

saprófitos contaminantes que sobreviven a los procesos de industrialización del semen y 

que afectan negativamente los parámetros de calidad seminal y que son resistentes a los 

antibióticos de uso habitual en los diluyentes para criopreservación.  
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3. OBJETIVOS  

3.1. Objetivo general  

Caracterizar las bacterias saprófitas presentes en muestras de semen bovino congelado-

descongelado, y determinar la resistencia de los aislamientos a los antibióticos más 

utilizados para minimizar los posibles daños ocasionados por la presencia de las mismas  y 

mejorar la eficiencia reproductiva de los programas de inseminación artificial.  

3.2. Objetivos específicos 

1. Determinar diferencias respecto al aislamiento microbiológico en dos tiempos 

distintos de incubación (2 hs vs 24 hs).  

2. Caracterizar microbiológicamente muestras de semen bovino criopreservado de 

origen comercial.  

3. Evaluar la relación que existe entre los hallazgos microbiológicos y los parámetros 

de calidad espermática en las muestras de semen criopreservadas de origen 

comercial. 

4. Establecer los perfiles de resistencia de los agentes aislados en el objetivo 2 a los 

antibióticos de uso frecuente en los diluyentes. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS   

El presente estudio se llevó a cabo en los laboratorios de la Estación Experimental 

Agropecuaria (EEA) Marcos Juárez del Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria 

(INTA), ubicada en la Ruta Provincial 12 km 3, Marcos Juárez Provincia de Córdoba, 

Argentina.   

El trabajo experimental de dicho estudio se dividió en dos experimentos 

complementarios. El objetivo del primer ensayo fue determinar si existen diferencias 

respecto al crecimiento de microorganismos en las muestras de semen dependiendo del 

tiempo de incubación en un medio de enriquecimiento, y de esta forma establecer una 

metodología que permita recuperar y aislar microorganismos que requieran mayor 

tiempo para desarrollar en la muestra de semen sembrada.  

4.1. Experimento 1 

Con la finalidad de estandarizar el manejo de las muestras y poner a punto las 

estrategias de cultivo microbiano, se realizó una primera evaluación en la que se 

utilizaron 12 muestras de semen criopreservado comercial de distintos orígenes. Como 

las muestras estudiadas aquí son de origen comercial, se encuentran inmersas en 

diluyentes formulados con antibióticos. Es por esta razón que se decidió la realización 

de un enriquecimiento previo a la siembra y evaluar dos tiempos de incubación distintos 

(2 hs y 24 hs). A partir de los hallazgos de este primer ensayo se estandarizaron los 

procedimientos de cultivo microbiano que se siguieron a lo largo del desarrollo 

experimental de todo el trabajo. 

Las muestras fueron descongeladas en un baño termostático a una temperatura 

constante de 37ºC, durante 1 minuto. Luego se sembraron alícuotas de 100 µl de semen, 

bajo mechero y manteniendo la esterilidad, en 900 µl de caldo o infusión Cerebro 
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Corazón (BHI). Este enriquecimiento se incubó en estufa a 37°C y en aerobiosis durante 2 

horas (tiempo 1) y 24 horas (tiempo 2). Transcurridos dichos tiempos, se procedió a la 

realización de las diluciones y siembra de los enriquecimientos. Se realizaron diluciones 

seriadas en base 10, se tomaron 100 µl del caldo preenriquecido (procediendo de la misma 

manera en cada tiempo evaluado, 1 y 2) y se agregaron a 900 µl de caldo fresco hasta una 

dilución final de 105. Para realizar los recuentos microbianos, de cada dilución se 

sembraron 100 µl en superficie en placas de TSA (Britania, CABA, Argentina) y Mac 

Conkey (Britania, CABA, Argentina) incubadas en estufa a 37ºC por 24 - 48 horas en 

aerobiosis, y también se sembró en placas de Hongos y Levaduras (Britania, CABA, 

Argentina) se incubaron en estufa a 28ºC durante 72 horas en aerobiosis (Terzolo et al., 

1991) (Fig. 6). También se tomó una ansada del caldo de preenriquecimiento al tiempo 2 

de incubación y se sembró en una placa de Agar Sangre Columbia (ASC) (Oxoid Ltd, Wad 

Road, Basingstoke, UK), incubadas en estufa a 37ºC por 24 - 48 horas en microarofilia, 

para la identificación y tipificación microbiana (Terzolo et al., 1991) (Fig. 7). 

 

Figura 6. Asa de Digralsky, utilizada para sembrar placas en superficie. Fuente: Página 

web Cienytech. 
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Figura 7. Asa de siembra punta redonda, utilizada para sembrar placas con el 

método de estrías por agotamiento. Fuente: Página Web Ivoor Industries.  

 

Figura 8. Jarra utilizada para el cultivo de microorganismos en microaerofilia. 

Fuente: Página Web Grupo Milligram.  

4.2. Experimento 2  

4.2.1. Determinación de la calidad seminal 

Se evaluaron 100 pajuelas de semen bovino criopreservado de origen comercial 

procedente de diferentes centros de reproducción bovina. Los toros donantes de semen 

estaban libres de entidades infecciosas específicas transmisibles a través del semen 

como lo son: brucelosis, leptospirosis, campilobacteriosis, rinotraqueitis bovina 

infecciosa, diarrea viral bovina, tuberculosis y leucosis bovina infecciosa. Las muestras 

se almacenaron en un termo con nitrógeno líquido hasta el momento de su evaluación.  

Las pajuelas de semen bovino criopreservado fueron retiradas del termo de nitrógeno 

líquido y rápidamente sumergidas en un baño termostático a 37ºC durante 1 minuto para 

su descongelación. Transcurrido ese tiempo, se procedió a secar y cortar la pajuela por 

ambos extremos y colocar el semen en tubos Falcon estériles para su evaluación. Las 
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evaluaciones de todos los parámetros de calidad fueron realizadas por duplicado, es decir 

en dos tiempos, tiempo 0: al momento del descongelado de la pajuela de semen y tiempo 2: 

transcurridas 2 horas de la descongelación. Todas las observaciones fueron realizadas por 

el mismo operario y para las mismas se utilizó un microscopio óptico a distintos aumentos 

según los requerimientos de cada prueba realizada. Además, se utilizó una platina térmica 

para mantener los preparados a temperatura correcta. Durante todo el proceso de 

evaluación, el semen permaneció a temperatura constante de 37ºC en el baño térmico. Los 

parámetros de calidad analizados fueron los siguientes:  

4.2.1.1. Motilidad Total (MT) 

Para evaluar dicho parámetro se colocó una alícuota de 7 µl de semen sobre un 

portaobjetos limpio atemperado a 37 ºC sobre una platina térmica. A continuación, se 

colocó un cubreobjetos sobre el portaobjetos y se procedió a visualizar y estimar 

subjetivamente la proporción (%) de espermatozoides móviles, mediante la observación de 

al menos 3 campos microscópicos, en un microscopio óptico (400X).  

4.2.1.2. Motilidad Rectilínea Progresiva (MRP) 

Para la determinación de la motilidad rectilínea progresiva se colocaron 7 µl de semen 

sobre un portaobjetos atemperado a 37ºC. Se colocó un cubreobjetos sobre la muestra y se 

observaron en microscopio óptico (400X) diferentes campos para determinar el porcentaje 

(%) de espermatozoides móviles con desplazamiento de avance, es decir aquellos 

espermatozoides que logren atravesar el campo de observación.     

4.2.1.3. Vigor    

Para determinar el vigor se colocaron 7 µl de semen entre un portaobjetos atemperado a 

37ºC y un cubreobjetos sobre la muestra y se procedió a observar varios campos con un 
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microscopio óptico (400X). Para el análisis de este parámetro, se utilizó una escala de 0 

a 5 según Catena (1999), determinando como 0 a los espermatozoides sin movimiento y 

5 a aquellos cuyo movimiento progresivo fue muy rápido, es decir, aquellas células que 

fueron difíciles de seguir visualmente.  

4.2.1.4. Funcionalidad de la Membrana Plasmática Celular (FMP) 

Esta evaluación se realizó a través de un método basado en el descripto por 

Jeyendran et al. (1984) para la especie humana, adaptado al estudio del semen bovino. 

Para ello, se tomó una alícuota de 20 µl de semen, la cual fue incubada en Baño María a 

37ºC, durante 30 minutos en 500 µl de solución HOS (medio hiposmótico ajustado a 

100 mOsm/l, ver anexo). Transcurrido el tiempo necesario de incubación se procedió a 

frenar la reacción con 50 µl de solución HOS-STOP (ver anexo). Posteriormente, una 

gota de 7 µl fue colocada entre porta y cubreobjetos, y microscópicamente (400X) se 

contabilizaron 200 células. Se consideraron células positivas (espermatozoides con 

flagelo enrollado = HOS +) y negativas (casos en que el flagelo se encontró recto o en 

forma de látigo) (Fig.9).  

 

1 2 

1 
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Figura 9. A.B. Microfotografía de espermatozoides bovinos congelados-descongelados 

sometidos a test de endosmosis (HOS-T). 1: flagelo enrollado (HOS (+) positivo: 

membrana plasmática funcional). 2: flagelo recto (HOS (-) negativo: membrana plasmática 

no funcional).  

4.2.1.5. Integridad de la Membrana Plasmática Celular (IMP) 

Para determinar el porcentaje de espermatozoides con alteraciones en la integridad de su 

membrana se utilizó la técnica de tinción vital eosina-nigrosina, según una modificación 

del método descripto por Mortimer (1994). Para ello, se colocó una alícuota de 7 µl de la 

muestra sobre un portaobjetos y al lado de ésta, una alícuota (10 µl) de la solución de 

eosina-nigrosina. Ambas gotas fueron mezcladas y debidamente homogeneizadas durante 

10 segundos. Una vez unificadas ambas gotas, se realizó un frotis el cual fue secado sobre 

platina térmica a 37ºC. Posteriormente se contabilizaron 200 células en un microscopio 

óptico (400X) para determinar el porcentaje de espermatozoides con la membrana 

plasmática íntegra. Los espermatozoides total o parcialmente coloreados (rosado-violeta) 

fueron considerados como células con alteraciones en la integridad de la membrana, 

mientras que aquellos que no se tiñeron (blancos) se consideraron como células con la 

membrana plasmática intacta (Fig. 10).  
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Figura 10. A. B. Microfotografía (400X) de espermatozoides bovinos congelados- 

descongelados sometidos a la tinción vital eosina-nigrosina. C. Microfotografía (1000X) de 

espermatozoides bovinos congelados- descongelados sometidos a tinción vital eosina-

nigrosina.  1: membrana plasmática intacta. 2: membrana plasmática alterada.  

4.2.1.6. Concentración 

La concentración espermática fue contabilizada a través de la cámara de Neubauer, 

para lo cual se realizó una dilución de 1:200 (50 µl de semen en 10 ml de agua 

destilada). Para preparar la cámara, se debió humedecer los bordes de ésta antes de 

colocar el cubrecámara y luego se presionó ejerciendo una leve fricción para que el 

cubrecámara quede fijo. Una vez cargada por capilaridad, se realizó el conteo de los 

espermatozoides ubicados dentro de los 4 cuadrantes primarios que se encuentran en los 

extremos del cuadriculado de la cámara (Fig.11). El cálculo que se utilizó para 

determinar la concentración espermática es el siguiente:  

 El número total de espermatozoides fue dividido por 4, debido a que son cuatro los 

cuadrantes en los que se realizó el conteo, para obtener el Nº promedio de espermatozoides 

por mm2.  

 El número obtenido a partir del promedio de los 4 cuadrantes se multiplicó por 10 debido a 

que la altura de la cámara es de 0,1 mm y los cálculos se remiten a mm.  

 Luego se multiplicó por 1000 para unificar la unidad de medida (ml). 

 Luego se multiplicó por 200 que es el factor de dilución de la muestra de semen. 

 Por último, el valor obtenido se dividió por 2 ya que cada pajuela contiene un volumen de 

500 µl y el cálculo final está determinado para un volumen de 1000 µl.   

Nº espermatozoides/ml = E contados x Área total de recuento x Factor de volumen 

x Factor de dilución 
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 La concentración espermática obtenida a partir del cálculo anterior es de millones de 

espermatozoides en 1 ml. Cabe aclarar que el volumen de las pajuelas analizadas es de 500 

µl. 

 

 

 

Figura 11. Esquema de la cámara de Neubauer utilizada para el recuento de 

espermatozoides.   

4.2.2. Caracterización microbiológica de las muestras de semen bovino 

congeladas/descongeladas 

Sobre las mismas pajuelas donde se realizaron las evaluaciones antes descriptas se 

procedió a realizar las siguientes determinaciones microbiológicas: 

4.2.2.1. Prevalencia microbiológica 

Para determinar el número de unidad formadoras de colonias (UFC), las muestras de 

semen fueron diluidas 1:10 en caldo BHI estéril (100 µl de semen en 900 µl de caldo) y  

luego 100 µl sembrados en placas para recuento de mesófilos totales, coliformes, hongos y 

levaduras por duplicado. El conteo de las colonias fue realizado luego de la incubación a 

37ºC durante 24 h en el caso de bacterias, mientras que el recuento de hongos y levaduras 

se realizó luego de 72 h de incubación a 28ºC.  
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4.2.2.2 Identificación de la población bacteriana  

Los géneros bacterianos fueron identificados sobre la base de características de las 

colonias, tinción de Gram, morfología microscópica y reacciones bioquímicas, según 

Bargey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt, 1994). Las pruebas bioquímicas 

de identificación preliminar de lectura inmediata que se utilizaron son Catalasa y 

Oxidasa, por otro lado, se utilizaron pruebas bioquímicas de lectura lenta: prueba de 

Fenilalanina Desaminasa, prueba de Urea, prueba de Citrato, prueba de Sulfuro Indol 

Movilidad (SIM), prueba de Agar Triple Azúcar Hierro (TSI), prueba de Agar Lisina 

Hierro (LIA). La siembra de los medios sólidos de las pruebas de lectura lenta antes 

mencionadas se realizó mediante dos métodos: método de picadura y estría en pico de 

flauta.   

4.2.2.3. Tinción Gram  

Es definida como una tinción diferencial, ya que utiliza dos colorantes y clasifica a 

las bacterias en dos grandes grupos: Gram negativas y Gram positivas. Los principios 

de esta técnica están basados en las características de la pared celular de las bacterias, la 

cual le confiere propiedades determinantes a cada microorganismo (Esaú López-Jácome 

et al., 2014). En primer lugar, se colocó como colorante primario cristal violeta durante 

1 minuto, éste tiene afinidad con el peptidoglicano de la pared bacteriana. 

Posteriormente, se lavó con agua corriente y se colocó lugol durante 1 minuto y medio, 

el cual sirve como mordiente e impide la salida del cristal violeta por la formación de un 

complejo cristal violeta-yodo que satura los espacios del peptidoglicano de la pared 

bacteriana. Enseguida, se empleó sobre el preparado una mezcla de alcohol-acetona 

durante 15 segundos, como decolorante (Bou et al., 2011). Por último, se colocó 

safranina durante 1 minuto, la cual funciona como un colorante secundario o de 
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contratinción y sirve para teñir las bacterias que no pudieron retener el complejo cristal 

violeta-yodo (Fig. 12). La tinción sobre los frotis fue visualizada con ayuda de un 

microscopio óptico 1000X, para lo cual fue necesario adicionar una gota de aceite de 

inmersión sobre el preparado.  

 

 

Figura 12. Pasos que se llevaron a cabo en la realización de la tinción de Gram. Fuente: 

Bonilla Salinas et al. (2016).  

4.2.2.4.  Perfil de resistencia a antibióticos de uso común en la criopreservación 

La resistencia antimicrobiana de las cepas aisladas, se determinó utilizando el método 

de difusión en disco, según las directrices del Clinical and Laboratory Standards Institute 

(2014). Para ello, se procedió a descongelar cepas que se encontraban hasta el momento a -

80ºC en crioviales con medio BHI y glicerol. Posteriormente, se continuó con la siembra 

en esterilidad del inoculo puro en placas, que contenían previamente medio de cultivo 

Mueller Hinton (MH). Es preciso aclarar que, en el caso de las cepas de Streptococcus spp, 

a dicho medio se le adicionó 6% de sangre equina ya que es requerimiento de dicho género 

bacteriano para desarrollarse. Para llevar a cabo el proceso siembra, se tomaron con el asa 

de siembra, previamente esterilizada, 2 o 3 colonias y se distribuyeron homogéneamente 
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(en varios sentidos) en la superficie de la placa. Luego, se procedió a colocar 

rápidamente los discos de antibióticos con una pinza sobre la superficie del agar a una 

distancia de más de 2 cm entre ellos. Esta maniobra requiere de una ligera presión para 

asegurar el contacto con el agar. Se ensayaron los antimicrobianos recomendados por la 

Organización Mundial de la Sanidad Animal (1996) para su uso en los diluyentes de 

semen: gentamicina, penicilina y estreptomicina. Adicionalmente se determinó la 

resistencia a los antibióticos: azitromicina, tetraciclina y norfloxacina (Oxoid®). Estos 

últimos son también utilizados comúnmente en diluyentes para la elaboración de dosis 

seminales. Después de 24 horas de incubación a 37ºC en estufa de cultivo se midieron 

los halos de inhibición (expresados en mm) y se caracterizaron los aislamientos como 

Sensible, Intermedio o Resistente, de acuerdo a los puntos de corte recomendados por 

CLSI (2014) (Fig. 13). 

 

Figura 13. Placas con diferentes medios de cultivo en las cuales se visualiza los 

halos de inhibición de los antibióticos y el crecimiento de las cepas aisladas. Las flechas 

negras indican el diámetro de uno de los halos de inhibición.   

4.3. Análisis estadístico 

En el experimento 1 se determinó la frecuencia absoluta de microorganismos para las 

12 muestras de semen analizadas luego de la incubación a distintos momentos (2 hs y 
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24 hs) en BHI. Para establecer las diferencias entre los momentos de incubación y el 

desarrollo de microorganismos se utilizaron tablas de contingencias y el test exacto de 

Fisher.  

Las variables de calidad seminal del experimento 2 se expresaron como promedio ± D.E 

de cada uno de los parámetros analizados. Se utilizaron test de diferencias de medias para 

establecer el efecto de la presencia de los diferentes agentes microbianos sobre las 

variables de calidad seminal. Esta determinación se realizó en los dos tiempos de 

incubación. El nivel de significación utilizado fue del 0,05. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Experimento 1 

En la tabla 1 se presentan los resultados del experimento de tiempos de incubación 

expresados en las frecuencias absolutas de aislamientos para hongos y levaduras, 

enterobacterias y mesófilos totales.  

No se observó diferencias estadísticas significativas en el desarrollo de hongos y 

levaduras, enterobacterias y mesófilos luego de 2 h (p=0.8515) y 24 h (p=0,0724) de 

incubación.  Sin embargo, la incubación durante 24 horas en BHI favoreció el desarrollo 

de mesófilos totales (Tabla 1). Independientemente del medio de cultivo utilizado, el 

desarrollo de microorganismos fue significativamente mayor luego de la incubación 

durante 24 horas en BHI (Tabla 1).  

Tabla 1. Frecuencias absolutas del desarrollo de microorganismos aislados de 

muestras de semen bovino criopreservado luego de su incubación en medio BHI en dos 

tiempos. 

Microorganismos 2 HS 24 HS p valor 

Hongos y levadura 2/12 2/12 0,303 

Enterobacterias 3/12 3/12 0,637 

Mesófilos totales 2/12 7/12 0,091 

Total 58% (7/12) 100% (12/12) 0,044 
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5.2. Experimento 2 

5.2.1. Determinación de calidad seminal  

Los resultados de las determinaciones de calidad seminal realizadas inmediatamente 

después de la descongelación (hora 0) y luego de dos horas de incubación se presentan en 

la tabla 2. Todos los parámetros de calidad seminal evaluados al momento de la 

descongelación, mostraron un mayor valor respecto de la evaluación realizada luego de dos 

horas de incubación.  

Tabla 2. Parámetros de calidad seminal evaluados en semen bovino 

congelado/descongelado de origen comercial en diferentes tiempos de incubación. 

Variable T1 (0 horas) T2 (2 horas) P-valor 

MT (%) 51,5  ± 0,1 26,81 ± 0,08 < 0,001 

MRP (%) 41,4 ± 0,1 15,85 ± 0,07 < 0,001 

Vigor 2,86 ± 0,55 1,35 ± 0,48 < 0,001 

FMP (%) 38,34 ± 0,14 26,94 ± 0,11 < 0,001 

IMP (%) 32,64 ± 0,10 27,05  ± 0,09 < 0,001 

Concentración 28 millones ± 7 millones 

M. T.: Motilidad Total; MRP: Motilidad Rectilínea Progresiva; FMP: Funcionalidad de la Membrana 

Plasmática; IMP: Integridad de la Membrana Plasmática. 

 5.2.2. Prevalencia microbiológica  

A continuación, en la tabla 3 se muestran las frecuencias absolutas, de microorganismos 

aislados en las muestras de semen bovino criopreservado. Se observó un mayor desarrollo 

de bacterias Gram positivas respecto de las Gram negativas en las muestras de semen 

bovino criopreservado (Fig. 14). Asimismo, se observó que el aislamiento de hongos y 

levaduras fue superior al resto de los microorganismos encontrados (Tabla 3). 
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Tabla 3. Prevalencia de microorganismos aislados en muestras de semen bovino 

criopreservado de origen comercial. 

Microorganismos Frecuencia Absoluta de aislamientos 

Bacterias Gram - 

Erwinia spp. 1/100 (6%) 

Hafnia alvei 1/100 (6%) 

Klebsiella oxytoca 1/100 (6%) 

Bacterias Gram + 

Streptococcus spp. 5/100 (30%) 

Levaduras y Hongos 8/100 (47%) 

Sin identificación 1/100 (6%) 

 

 

 

Figura 14. Prevalencia de microorganismos Gram positivos y Gram negativos 

aislados en muestras de semen bovino criopreservado. 

 

62%

38%

Gram +

Gram -
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5.2.3. Efecto de la presencia de microorganismos sobre las variables de calidad del 

semen   

En la tabla 4 se describen los promedios de las variables de calidad seminal encontrados 

ante la presencia y ausencia de aislamientos microbianos en las muestras de semen bovino 

criopreservado. La presencia de microorganismos en las muestras de semen bovino 

congelado/descongelado no afectó las variables evaluadas en los dos tiempos de 

incubación analizados.  

Tabla 4. Promedios de las variables de calidad de semen bovino criopreservado con 

presencia/ausencia de aislamientos microbianos en las muestras en dos tiempos de 

incubación. 

Variable 
T1: 0 HS T2: 2 HS 

Ausencia Presencia P-valor Ausencia Presencia P-valor 

MT 0,51 0,54 0,235 0,27 0,26 0,707 

MRP 0,41 0,43 0,404 0,16 0,16 0,706 

Vigor 2,89 2,79 0,403 1,35 1,36 0,926 

FMP 0,32 0,35 0,228 0,26 0,30 0,100 

IMP 0,38 0,40 0,647 0,28 0,26 0,618 
MT: Motilidad Total; MRP: Motilidad Rectilínea Progresiva; FMP: Funcionalidad de la Membrana 

Plasmática; IMP: Integridad de la Membrana Plasmática. 

5.2.4. Perfil de resistencia a antibióticos de uso común en la criopreservación 

Los resultados que se muestran en la tabla 5 corresponden al perfil de resistencia o 

susceptibilidad de los distintos géneros microbianos aislados en el presente estudio. Los 

mismos demuestran que los microorganismos hallados en las muestras de semen bovino 

congelado-descongelado fueron en su mayoría resistentes a los antibióticos que se 

adicionan en los diluyentes para criopreservación de semen. 
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Tabla 5. Perfil de resistencia a los antibióticos de uso habitual en la criopreservación de semen bovino.   

Antibióticos ensayados 

Hongos/ levaduras Streptococcus spp 

Hafnia alvei Erwinia spp Klebsiella oxytoca 

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 

Estreptomicina R R R R R R R R S R R R R S R R 

Gentamicina R R R R R R R R R S S R R R R R 

Penicilina R S S S S S S S R R R S R R R R 

Azitromicina R R R R R R R R R R R S R R R S 

Tetraciclina R R R R R R R I R R R R R S R R 

Norfloxacina R S R S R R R R S R R S S R S S 

R: resistente. S: susceptible. I: intermedio



58 

 

6. DISCUSIÓN 

La incubación del semen bovino durante 24 horas en caldo BHI favoreció el desarrollo 

de mesófilos totales, esto se condice con la recuperación metabólica bacteriana. Esto 

podría deberse a que durante el procesamiento del semen y el descenso térmico provocado 

por la criopreservación, los microorganismos reducen su metabolismo, razón por la cual 

tras la descongelación de la muestra de semen, dichos microorganismos requieren un 

tiempo de estabilización para poder crecer y desarrollarse en el medio de cultivo. Un 

estudio llevado a cabo por Sánchez Leal & Corrales Ramírez (2005) determinó que es 

significativa la reducción en la velocidad metabólica en microorganismos que son 

sometidos al proceso de congelación. Dicha incubación en caldo BHI por 24 hs también 

permite que el desarrollo en placa de las colonias de los microorganismos adquiera las 

características morfológicas propias de cada especie. Es posible que los microorganismos 

hallados en las muestras de semen criopreservadas presenten daños metabólicos 

reversibles; en este sentido, la incubación posibilitaría la recuperación metabólica de las 

distintas especies microbianas existentes en las mismas. 

En este trabajo se determinó que la prevalencia de microorganismos en las muestras de 

semen bovino congelado/descongelado fue del 28%. Entre las mismas, se detectó mayor 

desarrollo de bacterias Gram positivas respecto de las Gram negativas. Contrariamente, un 

trabajo desarrollado por Aguayo Cerna, (2017)  determinó  mayor presencia de 

microorganismos Gram negativos con respecto a los Gram positivos en muestras de semen 

fresco de humanos. 

A pesar de encontrarse una importante prevalencia microbiana en las muestras, no se pudo 

demostrar que los mismos afecten los parámetros de calidad seminal. Esto podría deberse 

al escaso tiempo en el cual los espermatozoides estuvieron expuestos a los 
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microorganismos (1 minuto a 37ºC). Contrariamente a nuestros hallazgos, estudios 

realizados en semen humano, determinaron que la presencia de  E. coli, bacilo Gram 

negativo, afectó la motilidad de los espermatozoides tanto por adherencia como por 

aglutinación y provocó un deterioro sobre la morfología espermática, dependiendo de la 

relación semen-bacteria (Wolff et al., 1993; Sanocka et al., 2004; Viscarra et al., 2013). 

Coincidentemente, un estudio también realizado en humanos, determinó que la pérdida de 

motilidad de los espermatozoides  estuvo asociada a la presencia de endotoxinas 

bacterianas tales como lipopolisacáridos de E. coli (Galdiero et al., 1994). 

Complementariamente, otro trabajo realizado en ovinos, ha demostrado que la presencia de 

107 UFC/ml de E. coli afectó negativamente los parámetros de calidad espermática como 

integridad y funcionalidad de la membrana plasmática y también aumentó el porcentaje de 

espermatozoides en proceso de apoptosis (Flores Olivares, 2014). En dicho estudio se 

observó que la coincubación de E. coli con espermatozoides causó alteraciones en todos 

los tiempos de evaluación (0,5; 1,5 y 2,5 horas). Asimismo, la ausencia de efectos sobre la 

motilidad del semen observada en nuestro trabajo, podría ser consecuencia del menor 

desarrollo de microorganismos Gram negativos, que son, según lo reportado en la 

bibliografía, los responsables de provocar alteraciones en estas variables (Flores Olivares, 

2014).  

Por otra parte, un estudio llevado a cabo por Martínez et al. (1987) reveló que la 

presencia de distintas bacterias, entre ellas bacterias del género Streptococcus spp  

provocó cambios metabólicos en los espermatozoides del semen bovino recién 

colectado (fresco), afectando la calidad espermática, condicionando la capacidad 

fecundante. Si bien en nuestro trabajo el género bacteriano Streptococcus spp fue 

hallado en un alto porcentaje de las muestras, no encontramos un efecto deletéreo sobre 

la calidad seminal.   
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En este estudio, se pudieron identificar y conservar 17 aislamientos de distintas muestras, 

el 47 % correspondió a levaduras, el 30 % a bacterias del género Streptococcus spp, 18 % 

de enterobacterias y el 6 % restante no pudo ser identificado a través de los métodos 

microbiológicos convencionales. Si bien en este trabajo no se realizó una identificación de 

los aislamientos fúngicos obtenidos, es importante destacar que fueron los 

microorganismos hallados con mayor frecuencia. La bibliografía sobre hongos o levaduras 

presentes en semen criopreservado es muy escasa, no obstante, se han reportado resultados 

de distintos trabajos en los cuales se aislaron levaduras de semen fresco, tanto en cerdos 

como en humanos. Neri-vidaurri et al. (2018) reportaron la presencia, aunque en bajo 

porcentaje, de Candida albicans en espermocultivos de semen fresco realizados a hombres. 

Por su parte, Bello et al. (2013) encontraron hongos del género Fusarium spp y levaduras 

en semen fresco y diluido en un alto porcentaje de muestras de porcinos, aunque no 

pudieron determinar alteraciones sobre los parámetros de calidad seminal ocasionadas por 

la presencia de dichos microorganismos. Además, en el mismo estudio, hallaron la 

presencia de Streptococcus spp, siendo este género bacteriano junto con las levaduras los 

microorganismos prevalentes tanto en el semen fresco como en el diluido. En coincidencia 

con el estudio antes citado, en nuestro trabajo los microorganismos con mayor presencia 

fueron levaduras y bacterias del género Streptococcus spp.  

En relación a los perfiles de resistencia a los agentes antimicrobianos de uso frecuente 

en diluyentes de semen bovino, hallamos una elevada tasa de resistencia. Más aun, todos 

los aislamientos presentaron resistencia al menos a un antibiótico. En este punto es 

importante resaltar que se han evaluado drogas pertenecientes a distintos grupos de 

antimicrobianos recomendados por la OIE como: β-lactámicos, aminoglucósidos, 

quinolonas, macrólidos y naftacenocarboxamida policíclica (tetracilinas).  Lo que remarca 
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la escasa eficacia de los mismos para ser empleados en los diluyentes seminales. En 

contraposición a nuestros resultados, Trujillo & Rivera (2002) determinaron en semen 

bovino la acción bactericida de un conjunto de antibióticos de uso habitual.  

La importancia del presente trabajo final de grado radica en que debido a que la 

criopreservación de semen bovino es una valiosa biotecnología reproductiva utilizada en 

la mejora genética de los rodeos nuestro país, resulta fundamental que la calidad del 

semen utilizado sea óptima. Destacando en este concepto la importancia de evaluar y 

controlar el desarrollo microbiano para asegurar la calidad seminal y para minimizar los 

riesgos sanitarios de las hembras inseminadas. Además, para preservar la salud pública, 

según el lema de la OMS “una salud” (“one health”), buscando reducir las resistencias 

a antimicrobianos. Otro punto a tener en cuenta es la necesidad de extremar medidas en 

torno a la higiene de los animales al momento de la recolección del semen, de igual 

forma la necesidad de adoptar medidas exhaustivas durante la manipulación del 

eyaculado, desde el momento de recolección hasta la congelación del mismo, ya que el 

presente estudio puso en evidencia la existencia de microorganismos contaminantes. 

Este trabajo ha sido el puntapié para futuros estudios, los cuales deberían evaluar el 

efecto de los microorganismos aislados sobre el tracto reproductivo de la hembra y la 

potencial capacidad fecundante del semen. Sumado a esto, la elevada resistencia 

bacteriana a los antibióticos, resalta la necesidad de buscar nuevas herramientas que 

reemplacen a los mismos y minimicen el desarrollo microbiano. 
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7. CONCLUSIÓN  

 La incubación de las muestras de semen bovino criopreservado en caldo BHI 

durante 24 hs, mejoró la tasa de aislamientos microbianos.  

 La prevalencia de microorganismos contaminantes en muestras de semen bovino 

criopreservadas fue del 28%, encontrándose 5 tipos de microorganismos diferentes, 

entre bacterias y hongos. 

 La presencia de microorganismos no afectó los parámetros de calidad seminal 

analizados en los tiempos evaluados. 

 Los microorganismos aislados en este estudio presentaron resistencia al menos a 

uno  de los antibióticos ensayados y de uso frecuente en diluyentes seminales. 
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8. ANEXO  

TINCIÓN VITAL EOSINA NIGROSINA 

 

Citrato de sodio dihidratado     

          

2,45 g 

Nigrosina                                           

 

2 g 

Eosina                                               

 

1 g   

Agua bidestilada estéril                    

 

100 ml 

SOLUCIÓN HOS 

(Según Paulenz, 1992) 

 

Citrato de Sodio                                                       

Sodium citrate® MALLINCKRODT 0754 

 

0,49 g 

Fructosa 

D-(+)-Fructose® SIGMA F3510                                        

0,90 g 

 

Agua pura c.s.p 100 ml 
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Bamstead/Ultraline®, modelo D 11931 (USA) 

 

 

Nota: Ajustar la osmolaridad a 100 mOsm/l pH a 7,5-7,8 (ajustar adicionando hidróxido 

de sodio (Sodium hidroxide® SIGMA S5881). Alicuotar en botellas con tapa a razón de 50 

ml c/u y conservar en heladera a 5 ºC hasta su uso. 

 

SOLUCIÓN HOS FORMOL (STOP) 

 

Solución HOS 1 ml 

Solución formol al 38 %         

Formaldehyde solution® SIGMA F8775                                

3 μl 

 

Nota: Conservar a 5 ºC hasta su uso. 
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