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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la condición higiénico
sanifaria y de fertilidad potencial del semen bovino COrl

gelado que se comercializa en nuestro pafs, asf como la
condición serológica de los toros dadores frente a los
virus de HVB-1 y OVB. Para ello se investigó la presen·
cia de agentes como Campylobacter, Tritrichomonas
foetus, HVB-1 y OVB por PCA y técnicas convenciona
les, evaluándose las partidas por su calidad biológica.
Se relevaron 204 partidas de semen de 19 centros de
toros y establecimientos que congelan semen. se obser
vó una alta prevalencia de animales seropositivos a am
bas infecciones (>50%), detectándose, por PeA el virus
de HVB-1 en 11 partidas, el de OVBen 4, y Campyfobacter
en 1t partidas de semen. En cuanto a la calidad biológi
ca del semen, en las muestras analizadas para el pre
sente trabajo se observa un 25 % de rechazo entre mues
tras no aptas y cuestionables. El análisis del semen con
gelado por PCR es una herramienta que permite certifi
car la condiclOn de libre de los principales agentes infec
ciosos, controlando asr la diseminación de los mismos
en el rodeo.

SUMMARY

TIle objective of this study was to evaluate the sanitary
condition and the potential fert¡tity of the frozen semen in
Uruguay, as well as the serological condition to HVB-1 y
BVO 01 the donors buUs The mosl important agents
transmited by semen were investigated : Campylobacter,
Tritrichomonas foerus, HVB-1 and BVO. Two hundred and
four semen batches were analyzed from t 9 artilicial
insemination Centers and farms. High seroprevalence
was observed to bottl viral infections ( up lo 50%), and
genome detection was:11 for HVB'1, 4 for evo, and 11
for Campylobacter. Semen quality was evaluated, and
25% defered semen was observad within unsalisfaclory
and questionable batches. PCA demonstrated to be a
goOO tool to certificate the semen sanilary condition to
the most prevalent agents, in order to control its
diseminatlon in the herd.

INTROOUCCION

las enfermedades infecciosas transmitidas porel semen
constituyen uno de los principales problemas a encarar
en el control de las afeC1.:iones reproductivas del ganado
bovino. Estas incluyen variados agentes etiológicos en
tre los que se destacan bacterias, virus y
protozoos.Dentro de las enfermedades virales, de alta
prevalencia en el país (5,7,8,9 ) se encuentran el HVB
1(IBA) Y el virus de Diarrea Viral Bovina (OVB). El
Herpesvirus bovino tipo t (HVB-1) inlecla tanto el traclo
respiratorio como genital causando diversos trastornos
reproductivos.(5,) .EI virus de la OVB pertenece a la Flia.
Flavivirldae, con cepas citopáticas y no citopáticas. En el

traclo reproductor causa abortos, infertilidad, repetición
de oolos, reabsorción embrionaria y temeros con defec
tos teratogénicos, y persistentemente infeclados (PI), in
fluyendo en la calidad del semen y disminución de la tasa
de concepción (4,6)_ Entre las principales enfermedades
bacterianas, se encuentra la Campylobacteriosis genital
bovina, causada por el Campylobacrer felus subesp.
venerealis, caracterizada por infertilidad, mortalidad
embrionaria y aborto. la Trichomoniasis Genital Bovina
causada por el Tritrlchomonss 'oetus, protozoario
flagelado, produce infertilidad y aborto. Siendo ambas
enfermedades de transmisión venérea, la inseminación
artificial constituye un medio importante de transmisión.
Muchas de las Umitantas del aislamiento de agentes in
fecciosos a partir del semen pueden ser superadas con
el empleo de técnicas moleculares como la reacción en
cadena de la polimerasa (peR) demoslrando ser alta
mente sensible y especffica en el estudio de genomas
de diversos microorganismos (10,12 ). la calidad bioló
gica depende del número de espermatozoides con mo
vimiento rectiHneo, del porcentaje de esos
espermatozoides en la dosis y de su morfologia. En lo
que respecta a la evaluación de semen congelado se
determinan parámetros cuantitalivos (volumen y concen
tración) y cualitativos (porcentaje de espermatozoides
vivos y vigor por un lado y porcentaje de espermatozoides
con anomalfas por el otro). En la sección reproducción
de la DILAVE se exige un mrnimo de 6 millones de
espermatozoides viables morfológicamente normales por
dosis, 35 % de espermatozoides con movimiento rectili
neo uniforme y menos de 30 % de anomalfas totales con
no más de t5 "/o de aoomalfas mayores.(1,2,3). El obje
tivo de este trabajo fue relevar la calidad higiénico-sani
faria y potencial fertilidad det semen bovino nacional con
gelado comercializado en el pafs.

MATERIALES Y METOOOS

Animales: Se analizaron 204 toros, tanto para car
ne como para leche ubicados en diferentes Centros de
Toros del pars. En total se muestrearon 19 Centros de
Inseminación Artificial (lA) y establecimientos que con
gelan semen. los animales dadores fueron identificados,
siendo sangrados en el momento de la extracción de
semen, recabándose la información en una ptanilla con
feccionada a tal fin.

Estudios seralógicos: El diagnóstico serológico
de la infección por los virus de OVB y HVB-1 se realizó
mediante la técnica de EUSA por competición e indirec
to respeclivamente, procesándose un total de 189 sue
ros para cada enfermedad.. Se utilizaron kits comercia
les (lab.Pourquier, Francia) en microplaca de 96 pocI
llos, siguiendo el protocolo del fabricante

Calidad biológica del semen: Se analizaron 186 par
tidas de semen de acuerdo a los parámetros cuali y cuan·
titativos usados en OILAVE.
,. Parámelros cuantitativos Se realizó el estudio de la
concentración mediante un software denominado PERlo
donde se ingresan los datos de volumen de la alfcuola.
volumen del diluyente y porcentaje de espermatozoides
viables a la descongelación. la ditución es
homogeneizada y montada en la cámara, iniciándose el
conlaje a los 5'. El número de espermatozoides por cua
drado es ingresado al programa PERl, habiendo un có-
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ESTUDIOS SEROLóGlCOS
Del total de sueros analizados (n '" 189), 118 (62.4 %)
fueron positivos a anticuerpos anti· HV8-1 Y 113 (59.8
%) a anticuerpos anli-DVB, mientras que 42 \o fueron a
ambas Infecciones (Gral. 1)
CAUOAD BIOLÓGICA DEL SEMEN
Con respecto a la categorización en relación a la calidad
del semen, se observó que de las 186 partidas analiza
das, 142 (76.3%) fueron consideradas Aptas, 18 (10%),
Cuestionable y 28 (15%) No Aptas. (Graf.2).
DETECCiÓN DE AGENTES INFECCIOSOS
Analizadas las partidas de semen por PeA en lodos los
casos se observaron bandas del tamai'lo esperado de
acuerdo a los primers utilizados.
RELACiÓN IFDlPCR CAMPYLOBACTEA:
A la inmunolluorescenáa para campyk>bacter 11 mues
tras resultaron positivas, de las cuales 10 lueroncoinci
dentes con la detección por PeR (91 %), siendo una de
ellas negativa a PeA y una muestra que fue positiva a
PCR no lo fue por IFD.
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G...flco 1: Distribución de los animales en función de su
condición serológica a IBA y OVB.

'00

G...flco 2. Distribución de las partidas de semen por su
clasificación de aceptabílidad.

I,

digo para espermatozoides normales y otro para anor·
males. El programa brinda la concentración de en la do
sis utll, el total de espermatozoides viables por dosis y el
porcentaje de espermatozoides morfológicamente aoo

ma"'.
2. Parámetros cualitaffvos se utilizó un bai'lo maria a
37fC, dejando las pajuelas medianas durante 40 segun
dos y las pajuelas finas 30 segundos. Una vez descon
gelado se vacla el contenido en un tubo de vidrio
precalentado, se homogenlza, se colocan de 10 a 15 ul
en un portaobjeto sobre platina térmica ycubriéndolo con
un cubreobjetos. Se observa en microscopio de contras
te de fases. Para el Test de termoreslstencia (TTA) se
utilizó un bai'lo seoo a 35'C, evatuándolos flU8'iamente a
las 2 horas. El estudio de la morlologra se reaUó con
semen diluido en formol bufferado o citratado, con mt
croscopio de contraste diferencial de interferenda, per
mitiendo el estudio compteto de la mortologfa
espermática.
Inmuno'lourescencia Directa: Para la detecci6n de
C8f'ff'Y1ob¡Jdef fetus sp las muestras fueron centrifugadas
a 1.200 rpm Y el sobrenadante fue centrifugado nueva
mente resuspendiendo el peIIet en 200 ~ de suero fisiQ.
lógico. De esa suspenslón 58 utilizaron 10!Jt para la pre
paración del lrotis lijado 30 m. en acetona a 4- C. Se
incubó con el suero conjugado (Dilave) a 37' C durante
30 minutos observándose con microsCQpio de luz
ultravioleta (Olympus 8X60). Se procesaron 122 parti·
das de semen por esla técnica.
EX1nteclón de Ácidos Nudelcos: Para la extracción
del ADN del virus HV8·1 y del campytobacter se utilizó
un kit comercial (OIAamp0l, USA) basado en qotumnas
de silica-gel. Brevemente el semen fue centrtugado a
1500 rpm, durante 30'. El sobrenadante (140 ~ fue mezo
clado con b1Jlfer de lisis y proteasa, y luego de una
incubación por 10 min.la muestra fue precipitada con
etanol, colocada en la columna ycentrifugada a 6.000 xg
por 1min. Finalmente el ADN purificado fue elurdo de la
columna con 50 !JI de agua destilada estéril. Los ácidos
nucleicos elClrafdos fueron guardados a·2()II C hasta su
amplificación. Para la extracción del virus de OVB, de
genoma ARN, se utllizó una solución monofásica de fenol
y lioclanato de guanidina (TriPure lit Boehringer
Mannheimj, por separación de fases. A la muestra
homogeneizada con solución de lisis, se le adicionó clo
roformo ppa. procediéndose a la centrifugación. la mues
tra queda separada en 3 fases. La fase superior incolora
se pasó a un tubo, obteniéndose el ARN luego de una
precipitación alcoholica.
Amplificación en cedena de la pollmere.. (PCA):
Para la amplificación del ADN viral se siguió el protOCOlo
de Rocha y col, 1998, U1i1lzando primers de la secuencia
de la glicoproterna gl .la reacción de PCA consistió en
una mezcla de 10mM Tris-HCI buffer pH 8.3, 50 mM KCI,
200mM dNTPs, 1.5 mM MgC~, 1U Taq DNA polimerasa
, O.S[JM de cada primer en un volumen de 20 ¡JI Y5!J1 del
ADN exlraldo. Los ciclos consistieron en; 94 -e, 6', 35
ciclos, de 60s a 95' e, 60s a 561! e y 60s a 72'1 C, y
extensión final de 5 min a 72'1 C. Para el virus de DVB,Ia
trascripción reversa del ARN Y la posterior afJllliflcación
tue realizada en un único tubo U1ilizando la enzima rTth
ONA poIimerasa (Perkin Elmer, USA).
Para el análisis de C8mpy1obacter fetus se siguió el pro
tocoIo desarroUado por Hum y col (11). la mezcla fue
sometida a 30 cidos de 95- e 20", SOS' C 20~, 72'1 e 2' y
una exlensión tinal de 72'1 e durante 10'.Los productos
de PeA fueron anaüzados por corrida eIectroforética a
110V, 3Omin. en geles deagarosa al 1.5% en TAE buffer
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Cuadro 1. Causas de no aceptabilidad de las partidas
de semen según el motivo de rechazo.

Motivo CueItIonabIe (n=18)

Baja Motiliclad 8

Del. Morfológicas 8

Células Inflamatorias

4

14

3

tró que el análisis de las partidas de semen por la técnica
de PeR es sensible y rápido y permite certificar la condI
ción de libre de los principales agentes inlecciosos, con
trolando as! la disemlnacl60 de los mismos en el rodeO.
En cuanto a la calidad biológica del semen, en las mues
tras analizadas para el presente trabajo se observa un
25 % de rechazo entre muestras no aptas y cuestionables.
El uso del semen sin Chequear trae aparejado un impor
tante riesgo de lracasar en el mejoramiento genético in
tentado.

Baja MOl J Del Morf. 5
BIBUOGRAFlA

DISCUSiÓN Y CONCLUSIONES

Cuadro 2: Resuhados obtenidos por la técnica de PCR
para Campytobact8f, IBR y oVB.

POSITIVOS NEGATIVOS TOTAl

Ca_e< 11 193 204

OVB 4(") 200 204

IBR 11 193 204

(0) De los 4 animales positivos a PeR para DVB se cont6
con la sangre de tres de ellos que resultaron
seronegativos a la prueba de ELISA.

Se observó una aha prevalencia de toros seropositivos a
HVB~l en todos los establecimientos y centro estudia
dos, lo que constituye un riesgo en la transmisi6n vené
rea de la enfermedad, ya que el animal portador puede
excretar el virus en lorma intermitente. Aunque lo Ideal
serra usar toros seronegativos, la alta prevalencia ob
servada lo loma dificultoso, sobretodo en animales de
allo valor genético. Por medio del uso .de la técnica de
peR, es posible chequear las diferentes partidas de se
men y asf aseguramos el uso de aquellas que estén li
bres del virus. En el caso de oVB, se puede detectar el
virus en toros P.I .disemlnadores en forma continua del
virus, al ser animales seronegativos y por lo tanto no
Identificables serológicamente, por lo que se logra con
61a técnica la detección del virus en fonTla sencilla y
rápida. Para el caso de Campy!obacteriosis Genital Bo
vina, esta técnica, la mayor ventaja es que permite la
detección del agente en aquellas partidas de semen con
gelado en las cuaJes no se dispone del toro para etec
tuar los raspados prepuciales. En conclusión se demos-
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