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RESUMEN

En los centros de inseminacion artificial las bacterias se in-
troducen en la linea de produccién de dosis seminales a tra-
vés de los verracos, el personal, un deficiente protocolo de
extraccion de semen, el agua destilada, etcétera.

A continuacion se relata el caso de un centro de insemina-
cién cuyo sistema de control de calidad interno detecta di-
ferencias en términos de capacidad de conservacién entre
dosis seminales provenientes de distintos sistemas de en-
vasado, viéndose una drastica disminucién de la motilidad
espermatica en menos de 96 horas.

Tras visitas al centro y el estudio seminal se detecta conta-
minacién por Serratia marcescens originada en un biofilm
formado en el sistema de envasado de las dosis seminales.
Con la utilizacién de un diluyente especial de recogida se
consigue eliminar el problema, y el centro es capaz de seguir
trabajando hasta que se localiza la fuente de contaminaciény
se implantan una serie de efectivas medidas higiénicas.
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INTRODUCCION DEL CASO

El problema aparece en un centro de inseminacién (CIA)
comercial de 240 verracos aislado de otros nucleos de ani-
males por varios kildmetros. Mediante el control de calidad
interno llevado a cabo por el centro se detectan diferencias
en términos de durabilidad de las dosis seminales segun el
sistema de envasado. En este centro se utilizan tres sistemas
diferentes de envasado: Bolsan° 1, Bolsa n° 2 y Tubo de ter-
mosellar. El llenado se realiza de forma automéatica median-
te tres maquinas de envasado adaptadas a cada sistema. El
principal sintoma observado es una drastica disminucién
de la motilidad de las dosis seminales 96 horas después de
la produccion. La motilidad espermatica es un indicativo
de calidad seminal y se utiliza como punto de referencia de
fertilidad del verraco a utilizar en la inseminacion artificial.

METODO DESARROLLADO

Tras recibir una solicitud de ayuda en el diagnéstico del
problema, realizamos una visita a las instalaciones del CIA y
tomamos muestras de un eyaculado que es envasado de ma-
nera manual en los distintos sistemas: Bolsan° 1, Bolsanc 2y
Tubo de termosellar. Estas muestras de semen se hacen por
duplicado, y se contrastan la mitad en el laboratorio del CIA
y la otra mitad en nuestro laboratorio. Los resultados obteni-
dos en cuanto a motilidad al cuarto dia de conservacion por
ambos laboratorios no hacen sospechar de ninguna altera-
cién en ninguno de los sistemas de envasado seminal. El CIA
controla el problema mediante el uso de material reutilizable
y realizando cambios en el sistema de limpieza.

Tras cuatro meses, el problema recidiva, y volvemos a visitar
el centro para establecer un nuevo protocolo de estudio de
muestras seminales. Recogemos el eyaculado de 13 machos
realizando tres réplicas de cada uno envasadas en cada uno de
los tres sistemas utilizados (Bolsa n° 1, Bolsa n° 2 y Tubo de ter-
mosellar), analizando un total de 118 dosis seminales distintas.
En esta ocasion se confirma una gran disminucién de la moti-
lidad al 4° dia de conservacion en el sistema de envasado en
las Bolsa n° 1 en todas las dosis analizadas (Figurane 7).
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Figura 1. Diferencias de motilidad entre envases adia 1y 4.



Figura 2: muestra de semen sin contaminacion.

Al analizar las muestras en nuestro laboratorio mediante un
sistema CASA (Computer-assisted sperm analysis) se apre-
cian signos de contaminacién bacteriana (turbidez y aglu-
tinacién en el eyaculado) en el grupo de menor motilidad
espermatica (Figura 3). En la Figura 2 se aprecia una muestra
de semen sin contaminacion bacteriana.

DIAGNOSTICO

Debido a que el mismo eyaculado presenta diferente grado
de contaminacién segun el sistema de envasado, se vuelve
a visitar el centro para buscar el origen del problema, obser-
vando que las muestras afectadas son aquellas en las que
el envasado se realiza de forma automatica, pasando el se-
men diluido a través de la goma de dosificacion del sistema
de envasado. En las muestras no afectadas el envasado se
realiza de forma manual y la dosis seminal no pasa a través
del tubo. Este hecho es lo que nos hace sospechar de que
el problema pueda estar en la goma usada para el envasa-
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Figura 3: muestra de semen contaminado.

do, con lo que se decide enviar muestras para su analisis

microbiolégico; ademds se analizan los envases (Bolsa n° 1,

Bolsa n° 2y tubo de termosellar) y las dosis seminales, y se

realiza un estudio epidemiolégico de contaminacién en las

instalaciones que consté de:

® Toma de muestras mediante hisopos de la superficie de la
de méaquina de envasado de la Bolsa ne 1, superficie maqui-
na de envasado de la Bolsa n° 2, superficie de la termose-
lladora, mesa de la termoselladora, mano de los operarios,
platina del microscopio, cierre ventana interior/exterior del
prelaboratorio, saliva de machos, superficie de la zona de
preparacion del diluyente, superficie de la zona de recep-
cién de los eyaculados, maquina de aire acondicionado,
prepucio de los machos, potros de recogida seminal fijosy
moviles, rejas, etcétera.

® Placas de ambiente en naves; laboratorio, prelaboratorio,
vestuario y moscas.

e Agua del grifo.
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Figura4 :Resultadosde contaminaciénenlasdosisseminale s
ylagomadeenvasado.

El andlisis de contaminacion en los envases fue negativo
y en el resto de las muestras recogidas (hisopos, placas de
ambiente y agua) la contaminacion fue variable con aisla-
mientos de agentes ubicuitarios que no tienen relevancia.
Sin embargo, en las dosis enviadas, asi como en la goma de
envasado (Figura 4) se confirma la contaminacion bacteria-
na mediante el aislamiento de Serratia marcescensmultire-
sistente (Figura 5). Consideramos contaminacion bacteria-
na a partir de >300 ufc/ml.

Serratia marcescenses un bacilo gram negativo pertenecien-
te a lafamilia Enterobacteriaceae(junto con Klebsiella, Proteus
o Escherichia)ampliamente descrito en la bibliografia y rela-
cionado con importantes infecciones de origen nosocomial
en seres humanos. Con respecto al semen porcino, se ha ob-
servado su alta capacidad para crear biofilm en las superficies
humedasy deteriorar la célula espermatica hasta el punto de
causar la muerte de los espermatozoides en pocas horas.

Para la toma de muestras de dosis seminales, y para confir-
mar que el problema esta en la goma de llenado del sistema
de envasado que mas se usa en centro, se envasan de forma
manual dosis de 10 eyaculados de 30 ml con 3 ml de semen
puro ainadido en cada envase mediante una jeringuilla es-
téril por duplicado, y posteriormente se contrastan la mitad
de las dosis seminales en el CIA 'y la otra mitad en nuestro
laboratorio, donde se analiza la motilidad mediante sistema
CASA alas 24y a las 96 horas, no observéandose diferencias
de motilidad entre las dosis (Figura 6). En el CIA tampoco se
aprecian diferencias.
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Figura6. Motilidadesadia 1y 4 por tipo de envase.
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Figura5 :Resultado de los aislamientos microbiolégicos de

las dosis seminalesy de lagoma de envasado.




SOLUCION APORTADA

Durante la busqueda de la fuente de infeccion se procedié a
instaurar un tratamiento especifico mediante el cual el centro
de inseminacién fuese capaz de seguir trabajando a un ritmo
normal produciendo dosis de calidad. Este tratamiento cons-
t6 de la utilizacidon de un diluyente de recogida de semen
para higienizar los eyaculados (Dicol’) extraidos, asi como el
uso de material desechable y el cambio de todas las gomas
de los sistemas de envasado.

Dicol" se utiliza durante la fase de extraccion (150 ml en el
vaso de recogida) para conseguir mediante una mezcla re-
gistrada de antibidticos no espermicidas, la higienizacion
del eyaculado y el control de la contaminacién bacteriana,
actuando sobre un amplio rango de gérmenes, entre las que
se incluyen las mas resistentes (serratia spp, achromobacter
spp, burkholderia cepacia). Este efecto se consigue después
30 minutos en contacto con el producto, tiempo tras el cual
ya se puede hacer la dilucion final con el diluyente de rutina
y la preparacion de las dosis seminales.

Una vez descubierto que el problema era derivado de la lim-
pieza inadecuada de las gomas que se usan para envasar, se
procedié al disefio de medidas de limpieza y desinfeccion
para combatir la contaminacion bacteriana en el CIA, inclu-
yendo protocolos especificos en corrales, potros de recogida
seminal, laboratorio y equipos utilizados. Una vezimplemen-
tadas todas estas medidas, la motilidad durante la conserva-
cién de las dosis volvio a valores normales y se pudo eliminar

del protocolo el uso del diluyente de recogida especifico que
se habia estado utilizando mientras existia el problema de
contaminacion seminal.

CONCLUSIONES

La goma del sistema de envasado fue el foco de contaminacion
por Serratias en este caso, lo que hizo que posteriormente a su
contaminacion, se disminuyera la durabilidad de los eyaculados
que pasaban a través de ella durante el proceso de envasado.
Serratia es un patégeno primario para el semen de por-
cino que segun autores estd presente en el 10.3% de los
aislamientos en semen porcino (Althouse y Lu, 2005) o en
el 12.55% (Luis et al., 2013) y de gran importancia debido a
su multiresistencia. La principal fuente de Serratias parece
ser el verraco a pesar de que no hemos sido capaces de ais-
larla ni en prepucio ni en semen puro. Ademas, Serratia es
un agente que contamina con facilidad los sistemas de con-
duccidny es resistente a los sistemas “habituales” de limpie-
zay desinfeccion aplicados de rutina en los centros de inse-
minacion, con lo que crea biofilms en superficies himedas
de dificil acceso pudiendo sobrevivir pese a las medidas de
limpieza que estén instauradas en el centro.

Un estricto control de limpieza y desinfeccion, asi como un
control de calidad interno capaz de detectar ligeros cambios
en el comportamiento de las dosis producidas es determinan-
te para ser capaces de detectar el problema antes de que las
dosis seminales sean utilizadas en granja. &
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