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RESUMEN

Para evaluar la calidad microbiologica del agua
utilizada en dosis inseminantes (Dls) para suinos,
se muestrearon tres ciclos en seis Centrales
de Inseminacion Artificial para suinos (CIAs),
ubicadas en Rio Grande do Sul, Porto Alegre y
Santa Catarina (Brasil). Se cultivaron 18 muestras
de agua en Agar Nutritivo para el conteo de
Unidades Formadoras de Colonias de Bacterias
Mesofilas Aerobias Totales (UFC/mlI BMAT);
Agar MacConkey para Unidades Formadoras
de Colonias de Organismos Coliformes Totales
(UFC/ml OCT); y el medio de cultivo Colilert para
recuento de Escherichia coli. Todas las muestras
de agua antes de la purificacion presentaron <1,1
numero mas probable/100ml de Escherichia coli.
Las medias de BMAT variaron de 0,1 log UFC/ml
post-purificacion en la central E y 3,5 log UFC/ml
del agua antes de la purificacion en la central F
(p>0,05). Las medias de OCT variaron de 0,16
log UFC/ml a 2,78 log UFC/ml; las CIAs D y F
(p<0,05) resultaron ser las mas contaminadas. La
media de BMAT en muestras de semen suino fue
de 1,75 log UFC/ml y 3,79 log UFC/mI; mientras
que las DIs mostraron valores de 0,73 log UFC/mi
a 2,88 log UFC/ml de BMAT. La ClAs F presento
una media mas alta de BMAT (p<0,05) en relacién
a otras ClAs. Se concluye que, el agua analizada
de las ClAs presenta buena calidad microbioldgica
y no influye en la media de BMAT ni de OCT de
las DlIs preparadas. Sin embargo, el incremento
de las bacterias encontradas, probablemente se
debe a la contaminacion del ambiente durante la
preparacion del diluyente y de las Dls.

Palabras claves: cerdos, semen porcino,
bacterias mesofilas aerobias totales.

ABSTRACT

To assess the microbiological quality of water used
ininsemination doses (DIs) for swines, three cycles
were sampled in six Swine Artificial Insemination
Centers (ClAs) located in Rio Grande do Sul,
Porto Alegre and Santa Catarina (Brazil). Eighteen
water samples were evaluated in Nutrient Agar for
Colony Forming Units of Total Aerobic Mesophillic
Bacteria (CFU/mIBMAT); then MacConkey Agar for
Colony Forming Units of Total Coliform Organisms
(CFU/mI OCT); and Colilert for Escherichia coli.
All water samples (before purification) showed
<1.1 most probable number/100ml of Escherichia
coli. The BMAT means ranged from 0.1 log CFU/
ml (after purification, central E) to 3.5 log CFU/mi
(before purification, central F) (P>0.05). The OCT
means ranged from 0.16 log CFU/ml to 2.78 log
CFU/ml; the CIAs D y F were the most polluted
(P>0.05). The BMAT mean in swine semen
samples ranged from 1.75 log CFU/ml to 3.79 log
CFU/ml; whereas, the DIs showed values from
0.73 log CFU/ml and 2.88 log CFU/mI BMAT. The
ClAs F showed a higher mean compared with the
other ones (P<0.05). As a conclusion, the water
used in the six CIAs has a good microbiological
quality and it does not influence in the BMAT or
OCT means of the Dls prepared with this water.
Nevertheless, the increasing of the bacteria is
probably due to the environment pollution during
the diluents or Dls preparation.

Key-words: pigs, swine semen, total aerobic
mesophillic bacteria.
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INTRODUCCION

En la produccidon suina moderna, el manejo
reproductivo tiene como objetivo el aprovecha-
miento de la seleccibn genética de los
reproductores y la disminuciéon de los costos de
produccion, es asi que se amplia el uso de la
técnica de inseminacion artificial (Bortolozzo et
al., 2005). Se incrementa el procesamiento del
semen suino que debe ser recolectado, evaluado,
diluido y almacenado, estableciendo las llamadas
dosis inseminantes (Dls). Esta tecnologia ayuda
a mantener los espermatozoides viables y fértiles
por un tiempo mayor, optimizando su empleo en
las Centrales de Inseminacion Artificial (CIAs),
o permitiendo la distribucion de las DIs a las
granjas donde son utilizadas. Por otro lado,
durante el procesamiento aumenta el riesgo de la
introduccién y multiplicacion de microorganismos
contaminantes en las Dls, lo que puede causar la
perdida de la calidad de las mismas (Althouse et
al., 2000; Waberski et al., 2008).

La recoleccion del semen suino no es un proceso
aséptico (Althouse y Lu, 2005), sin embargo
los procedimientos adoptados durante este
paso influenciara directamente en el nivel de
contaminacion (Dias et al., 2000; Benneman
et al., 2000; Waberski et al., 2008). Las etapas
subsiguientes, durante la preparacién de las
Dls, también pueden determinar el aumento de
la poblacién bacteriana, debido al contacto del
semen con los utensilios y frascos no esterilizados,
o la utilizacion de los diluyentes contaminados
(Althouse y Lu, 2005). La contaminacion del
diluyente, a su vez puede resultar de la falta de
higiene durante su preparacion o del uso de agua
contaminada de mala calidad (Althouse et al.,
2000).

De acuerdo con la legislacion de Brasil, el agua
utilizada en la produccion animal debe tener un
estandar microbiolégico compatible a la clase
3 del Consejo Nacional del Medio Ambiente
(CONAMA) para agua dulce, el cual establece
gue de un minimo de seis muestras tomadas en
un periodo de un ano, el 80% debe contener hasta
1000 coliformes termo tolerantes en 100 ml de
muestra (CONAMA, 2005). En el caso del uso de

agua subterranea para el riego y consumo animal,
la norma establece que el valor maximo permitido
es de 200 coliformes termo tolerantes en 100 ml
de muestra (CONAMA, 2008). Sin embargo el
agua utilizada en la produccién de aves y suinos
presenta calidades superiores a los normas
previstas en la legislacion brasilera.

Respecto a la preparaciéon de las Dls, Mellagi
(2011) aconseja la utilizacién de agua reactiva tipo
Il segun la clasificacion del National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 1997)
y del Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO,
2001). El agua tipo Il puede presentar, maximo
1000 Unidades Formadoras de Colonias (UFC/ml)
de bacterias mesdfilas aerobias totales (BMAT). A
pesar de larecomendacion, la mayoria de las ClAs
realiza el almacenamiento de agua purificada en
barriles, para permitir la preparacion inmediata
de Dls y asi cumplir con la demanda. Por lo
tanto, la calidad de agua almacenada, la eficacia
del sistema de purificacion y ademas el riesgo
de contaminacién durante el almacenamiento,
pueden influir en el numero de bacterias presen-
tes en el agua utilizada para el preparar las Dls.
Como el agua representa un componente esencial
en la preparaciéon de las Dls, el objetivo de este
estudio fue evaluar el numero de BMAT en el
agua utilizada en las ClAs, y su influencia en los
recuentos bacterianos de las Dls producidas.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion. Se evalu6 el agua proveniente
de seis CIAs, intencionalmente incluidas en el
estudio y que participaron por acuerdo mutuo. Las
centrales estan localizadas en las regiones de
Rio Grande do Sul, Porto Alegre y Santa Catarina
(Brasil), todas tienen una produccion mayor a
1.000 DIs mensuales. En la Tabla 1 se observa el
origen del agua utilizada, sistema de purificacion
y ademas la produccion mensual de Dls de cada
una de las ClAs estudiadas.

Toma de muestras. La toma de muestras en cada
una de las seis CIAs, se realiz6 mensualmente, de
julio a noviembre de 2012. Para evaluar el agua en
todos los pasos del proceso, se recolectaron seis
muestras de cada central que consistian en: 120 ml
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agua antes de la purificacion (pozos artesanales);
10 ml de agua después de la purificacién; 10 mi
de agua durante el almacenamiento; 10 ml de
diluyente (producto comercial nutritivo en polvo
+ agua purificada) directamente del recipiente
donde habia sido preparado; 10 ml del semen
in natura de tres machos, recolectados el mismo
dia; y 10 ml de dosis inseminante (semen +
diluyente) preparadas con el semen y el diluyente
muestreados. Se realizaron tres repeticiones, para

un total de 18 muestras mensuales provenientes
de cada una de las ClAs. Cada muestra fue
tomada asépticamente y de la misma forma como
se realizaba la recoleccién de rutina para su uso en
el laboratorio (NCCLS, 1997). Todas las muestras
fueron recogidas en frascos plasticos estériles
y remitidos al laboratorio en cajas isotérmicas
con hielo reciclable. ElI procesamiento de las
muestras transcurrié en un plazo maximo de 24
horas.

Tabla 1. Caracterizacion de seis Centrales de Inseminacion Artificial de suinos (CIAs), segun el origen del agua utilizada,
el sistema de purificacion y la media de dosis inseminantes (Dls) producidas por mes. Rio Grande do Sul, Porto Alegre y

Santa Catarina (Brasil), 2012.

ClAs Origen del agua Sistema de purificacion Me:;? :::gls
A Pozo artesanal Osmosis reversa y luz ultravioleta 16.000
B Pozo artesanal Osmosis reversa y luz ultravioleta 6.000
C Pozo artesanal Osmosis reversa y luz ultravioleta 18.000
D Pozo artesanal Osmosis reversa 18.000
E Pozo artesanal Osmosis reversa y luz ultravioleta 8.000
F Pozo artesanal Osmosis reversa y luz ultravioleta 3.000

Recuento bacteriano. El agua muestreada antes
del sistema de purificacién fue evaluada en cuanto
al Numero Mas Probable (NMP) de Organismos
Coliformes Totales (OCT) y Escherichia coli,
mediantelatécnicadelostubos multiplos, utilizando
el método COLILERT® (ldexx Laboratories),
segun las recomendaciones del fabricante; los
resultados obtenidos fueron expresados en NMP
en 100 ml de muestra (NMP/100 ml). Igualmente,
se determin6 el numero de bacterias mesofilas
aerobias totales (BMAT) mediante el cultivo en
profundidad (pour plate) en Agar Nutriente para
Recuento (PCA, Himedia), descrito por Silva et al.
(2010). Todos los resultados fueron expresados
en Unidades Formadoras de Colonias (UFC/ml).

Analisis estadistico. El recuento de BMAT realizado
en cada tipo de muestra proveniente de cada
central de inseminacién, se transformé en
logaritmo de base 10 (log) y luego los datos
se analizaron mediante ANOVA. Las medias
obtenidas fueron comparadas mediante la prueba
de Tukey-Kramer (multiples medias), con nivel de
confianza de 95%. Para el analisis se utilizo el
programa estadistico SPSS version 1.8.

RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las 18 muestras de agua recogidas antes
de la purificacién presentaron <1,1 NMP/100
ml de Escherichia coli. El numero de coliformes
totales en 100 ml de las muestras vari6é de <1,1
NMP a >23 NMP; en el 44,5% de las muestras
fue inferior a <1,1 NMP/100ml. Esos parametros
demostraron la buena calidad del agua evaluada,
ya que estan por debajo de los valores maximos
permitidos para agua potable para consumo
humano (Brasil, 2011). Ese resultado talvés se
explica por la utilizacién del agua subterranea
captada por los pozos artesanales en todas las
centrales de inseminacion estudiadas, ya que
segun Rheinheimer y otros (2010), los acuiferos
subterraneos generalmente vierten sus aguas
por nacientes incrustadas en morros con amplia
cobertura vegetal y presentan buenos patrones
de potabilidad.

Sin embargo, las actividades antropogénicas
en areas rurales, como el depdsito de estiércol
animal no tratado en el suelo, contribuye a
la contaminacion de las aguas subterraneas
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(Colvara et al., 2009). Las zonas con una intensa
explotacion animal, han sido identificadas como
de mayor riesgo debido a la pérdida de calidad
del agua (Rheinheimer et al., 2003). De todos
modos, los resultados del presente estudio no
mostraron el deterioro de las aguas subterraneas
en las regiones donde las CIAs se encuentran
localizadas. Esto en concordancia con Nanni y
otros (2012) quienes afirmaron que la utilizacion
de aguas subterraneas en las areas de explotacion
de cerdos, en la regién Noroeste de Rio Grande
do Sul, estan de acuerdo con los parametros de la
legislacién brasilera, por lo que no habria ningun
efecto perjudicial sobre el abastecimiento de agua
ala comunidad, debido a la explotacién de granjas
de cerdos en la region.

La media de BMAT en las muestras de agua
(Tabla 2) varié entre 0,1 log UFC/ml en el agua
después de la purificacidn de la central E, hasta
3,5 log UFC/ml en el agua antes de la purificacion
de la central F. No hubo diferencia significativa
(P>0,05) entre los valores medios obtenidos
en los diferentes tipos de muestras y entre las
ClAs. Esto indica que en todas las CIAs no hubo
diferencia significativa de la calidad microbiologica
del agua, independientemente del tipo de sistema
de purificacién o almacenamiento empleado. Un
aspecto importante es que, en las muestras de
agua, no se observd contaminacion de origen
fecal, confirmado por la ausencia de E. coli en
todas las muestras.

El conteo medio de BMAT mostré un rango de
1,6 log UFC/ml a 3,5 log UFC/mI. Resultados

similares se encontraron en muestras de aguas
subterraneas, en la region del rio Lajeado Suruvi
en Santa Catarina (Brasil), donde se encontraron
4,0x10" y 1,3x10* UFC/ml BMAT, equivalente
a 1,6 log UFC/mly 4,1 log UFC/ml (Schneider
et al., 2008). Al respecto, la legislaciéon que
reglamenta el control de las aguas subterraneas
de Brasil no proporciona los valores maximos
permitidos para BMAT (Brasil, 2008). Sin
embargo, la ley que reglamenta el estandar de
potabilidad del agua (Brasil, 2011) establece que
el agua tratada no puede exceder de 500 UFC/ml
BMAT. Teniendo en cuenta estos parametros, es
posible afirmar que el agua captada en las ClAs
presenté buena calidad desde el punto de vista
microbioldgico.

Si bien el agua captada en pozos artesanales o
agua proveniente de sistemas de tratamiento
urbano presenta estandares de potabilidad,
todavia puede contener cantidades variables
de microorganismos, materiales organicos e
inorganicos, no siendo adecuada para su uso en
laboratorio. Son impurezas que pueden alterar el
pH y la conductividad del agua, ejerciendo algun
efecto en las células o alterando reacciones
quimicas. En Brasil, estda determinado que
(INMETRO, 2001), para la preparacion de
soluciones y ensayos en laboratorios clinicos
humanos, debe ser empleada el agua como
reactivo (AR) Tipo Il (NCCLS, 1997). Para los
laboratorios veterinarios no hay especificacion,
pero el uso de AR tipo Il fue recomendado en la
preparacion de diluyentes para las Dls en las ClAs
(Mellagi, 2011).

Tabla 2. Media de bacterias mesdfilas aerobias totales (BMAT) en muestras de agua de seis centrales de inseminacion de
suinos (ClAs), recolectadas antes y después del sistema de purificacion, y durante el almacenamiento. Rio Grande do Sul,

Porto Alegre y Santa Catarina (Brasil), 2012.

Media de BMAT (UFC/ml) (minimo y maximo)

Clas Antes de la purificacion Después de la purificacion Almacenamiento
A 1,6 (0 -2,6) 1,7 (0,3 - 3,3) 2,3(0-4,8)
B 2,8(1,9-3,8) 1,9(0-3,9) 1,6 (0,7 -2,2)
C 2,7 (2,0 - 3,24) 1,9 (1,0-3,0) 1,8 (1,0-3,1)
D 1,9 (1,1-2,5) 2,1(1,2-2,9) 1,7 (0,6 — 2,6)
E 1,6 (1,0 -2,5) 0,1(0-0,5) 1,3(0-2,2)
F 3,5(2,7-4,9) 3,0(2,6 -3,7) 1,7 (1,3-2,0)

UFC: unidades formadoras de colonias
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En la Tabla 2 también se observa que algunas
muestras después del sistema de purificacién, en
tres centrales (A, B, F) estaban porencimadel valor
maximo previsto (3 log UFC/ml de BMAT), aunque
luego la media indicé que se encontraban dentro
del limite establecido. Estos datos demuestran que
en ocasiones se prepararon DIs con agua que no
fue purificada adecuadamente. Este error puede
ser causado por el agotamiento en el sistema de
intercambio idnico producto de la acumulacion de
contaminantes en el sistema de 6smosis inversa
o por el rompimiento de filtros (NCCLS, 1997). Es
asi que, el control, la limpieza y sustitucién de los
componentes del sistema de purificacion del agua
debe ser parte de la rutina de los laboratorios
donde se preparan las Dls.

Durante el almacenamiento, la calidad micro-
biolégica del agua permanecio inalterada, ya que
no hubo diferencia estadistica significativa entre
las medias de BMAT en muestras colectadas
antes o después de esa etapa (Tabla 2). Este fue
un aspecto positivo observado en las ClAs, ya
que sugiere que se toman las medidas correctas
de control. Waberski y otros (2008) afirman que
la limpieza de los barriles de almacenamiento de
agua puede ser un punto critico en los laboratorios
que preparan las Dls, la falta de limpieza podria
llevar a la formacion de biofilmes bacterianos que
constituyen fuente permanente de contaminacion.

El éxito de la inseminacion artificial depende,
entre otros factores, a mantener la capacidad
fertilizante de las células espermaticas, siendo

esa la principal funcion de los diluyentes utilizados
en la produccion de las Dls (Bortolozzo et al.,
2005). Por otra parte, la preparacion del diluyente
puede ser uno de los pasos que contribuye
a la introduccién de bacterias en las Dls, ya
sea por el uso de agua de menor calidad para
disolver los productos comerciales en polvo,
como por el contacto con envases en ambientes
contaminados. (Althouse, 2000; Waberski et
al., 2008). En la Tabla 3 se observa que en las
centrales estudiadas, la media de BMAT del
diluyente varié de 0,16 log UFC/ml (central E) a
2,78 log UFC/ml (central F). Las centrales Dy F
presentaron diluyentes mas contaminados que
del resto de las centrales (p<0,05). Como no
hubo diferencia significativa entre las centrales,
en relacion al numero de BMAT del agua utilizada
para preparar el diluyente, esto indica que los
procedimientos de preparacion pueden ser la
causa de la contaminacion observada.

Ademas, los recuentos iniciales inferiores a 2
log UFC/mI, a su vez, originaban Dls con baja
contaminacioénbacteriana(<1log UFC/ml)después
de 48 horas de almacenamiento. En el estudio,
solo la central F presenté un promedio menor de
2 log UFC/ml de BMAT, lo que demuestra que aun
hay aspectos de la recoleccion del semen que se
pueden mejorar en las ClAs.

La Tabla 3 también indica que las Dls preparadas
a partir del semen y del diluyente muestreados,
presentaron medias entre 0,73 log UFC/ml de
BMAT (Central B) y 2,88 log UFC/ml (Central F).

Tabla 3. Media de bacterias mesofilas aerobias totales (BMAT) en muestras de diluyente, semen y dosis inseminantes,
proveniente de seis centrales de inseminacién de suinos (CIAs). Rio Grande do Sul, Porto Alegre y Santa Catarina (Brasil),

2012.
S Media de BMAT*(Log UFC/ml) (DS)
Diluyente Semen Dosis inseminante
A 0,77% (0,79) 2,38 (0,97) 1,62% (0,34)
B 0,502 (0,80) 2,91%¢ (0,74) 0,732 (1,00)
C 1,110 (1,39) 2,34 (0,85) 1,46° (1,34)
D 2,18¢(0,65) 3,79°(0,66) 2,09° (1,41)
E 0,162 (0,27) 2,74%¢ (1,10) 1,362 (1,53)
F 2,78¢(0,86) 1,752 (0,43) 2,88¢(0,98)

UFC: unidades formadoras de colonias. DS: desviacion estandar.

*Letras distintas indican diferencia significativa entre las medias (p<0,05).
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La central D y F presentaron medias de BMAT
significativamente mayor que las otras CIAs,
coincidiendo con los resultados obtenidos del
analisis de los diluyentes. En el caso de la central
F, a pesar de haber sido la unica con un promedio
menor de 2 log UFC/ml BMAT en el semen,
presentd un aumento significativo en el numero
de bacterias en las Dls.

En todas las centrales excepto F, las Dls pre-
sentaron medias de BMAT menor a las del
semen, resultado esperado debido a la dilucion
que se produce durante la preparacién de las
DIs. En la central F, ademas del diluyente que
presentd niveles mas altos de contaminacion,
probablemente se produjo un aumento del numero
de BMAT durante la preparacion de las Dls. Un
estudio en centrales de inseminacion Europea
(Schulze et al. 2012) mostré que las medias de
BMAT mayores que 100 UFC/ml (2 log UFC/ml)
se encontraban en la superficie de incubadoras
(46%), lavabos (42%), utensilios del sistema
de transferencia de eyaculado (29%), teclados
de equipamiento del laboratorio (29%), parte
interior de las tapas del tanque de dilucion (17%)
y superficies de mesas (13%); y que solo el 8%
de los diluyentes muestreados presentaban > 100
UFC/ml, lo que indica que el medio ambiente y
las superficies en contacto con las Dls durante la
preparacion, son el origen del aumento BMAT.

En la mayoria de las centrales, se afaden
antibioticos a las DIs para mantener la poblacion
bacteriana estable durante el almacenamiento a
17°C, por un periodo igual o superior a tres dias
(Bortolozzo et al., 2005). A esa temperatura la
multiplicacion de bacterias mesodfilas aumenta.
Este incremento en las poblaciones bacterianas
puede tener un efecto perjudicial sobre las Dls,
como la aglutinacion de los espermatozoides,
lesiones del acrosoma, acidificacion y pérdida de
la motilidad (Althouse, 2000; Althouse y Lu, 2005;
Althouse, 2008).

Debe tenerse en cuenta que el uso de antibidticos
en la DIs disminuye el numero de bacterias,
pero no elimina por completo la contaminacion
(Bennemann, 2008). Esto se explica por el
hecho de que muchas bacterias contaminantes

son resistentes a los antibidticos utilizados
en las DlIs (Schulze et al., 2012). Por lo tanto,
el uso de antimicrobianos no reemplaza ni
invierte desviaciones en las buenas practicas de
preparacion de las Dls. Estas buenas practicas
deben incluir al menos una higiene estricta durante
la recolecciéon del eyaculado, la inspeccion y
limpieza de tuberias en contacto con el agua,
diluyentes o Dls, y la limpieza de las superficies del
laboratorio. Ademas, es importante el monitoreo
periodico de la calidad del agua y de la eficacia
del sistema de purificacién como parte de la rutina
del laboratorio.

CONCLUSIONES

Elagua captada, purificada y almacenada presenté
una calidad microbiolégica satisfactoria en todas
las centrales de inseminacién artificialde suinos. En
las condiciones del estudio, la calidad del agua no
influencio en los promedios de mesofilos aerobios
totales de las dosis inseminantes preparadas.
El incremento de mesodfilos aerobios totales,
segun lo observado, se debié probablemente al
resultado de la contaminacion de origen ambiental
durante la preparacién del diluyente y de las dosis
inseminantes.
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