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RESUMEN

En los tltimos afios se ha detectado en diversos centros de inseminacion artificial la presencia de machos
caprinos en los que se han aislado Mycoplasma agalactiae y Mycoplasma mycoides subsp. capri en muestras
de semen, sin que presenten ningtn sintoma clinico asociado. La capacidad de las bacterias del género Myco-
plasma spp. para producir efectos perjudiciales en la calidad espermadtica es un hecho constatado en diversas
especies animales, incluido el hombre. Ademds, el riesgo de una posible transmision venérea y afectacion de
la calidad espermadtica podria comprometer los programas de mejora genética caprinos fundamentados en la
inseminacidn artificial. El objetivo del presente trabajo es desarrollar un modelo experimental para el estudio
del efecto de la contaminacién seminal con Mycoplasma spp. en ganado caprino. Para ello, evaluamos la viabi-
lidad y motilidad espermdtica de dosis seminales, tras dos horas de incubacién a 37 °C en muestras previamente
transportadas bajo dos condiciones de temperatura (4-5 °C 'y 15-16 °C). Posteriormente se estudio el efecto de la
adicién del medio PPLO, en el que se preparan los inculos de Mycoplasma spp., sobre la calidad espermdtica.
El transporte de dosis seminales a 4 °C ofrece mejores resultados de motilidad total en semen incubado a 37 °C
durante 120 minutos. El medio PPLO no ejercid efecto significativo sobre los porcentajes de espermatozoides
vivos o motiles totales a lo largo de 150 minutos de incubacién. Con dicho medio, se pueden obtener valores
de viabilidad y motilidad (total y progresiva) espermadtica superiores al 50% después de 150 y 60 minutos de
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incubacidn, respectivamente. En conjunto, este modelo permitirfa el desarrollo de contaminaciones experi-
mentales de dosis seminales caprinas con Mycoplasma spp. con el fin de evaluar su efecto sobre la viabilidad
y motilidad espermatica.

Palabras clave: Semen, modelo de contaminacién experimental, medio PPLO, micoplasmas.

ABSTRACT

The presence of Mycoplasma agalactiae and Mycoplasma mycoides subsp. capri in semen samples taken
from asymptomatic bucks placed in artificial insemination centres has been confirmed in the last years. The
ability of Mycoplasma spp. to cause adverse effects on sperm quality has been also demonstrated in several ani-
mal species including humans. In this sense, the risk of venereal transmission and the effects of mycoplasmas
on sperm quality could affect goat breed improvement programs based on artificial insemination. The present
study was conducted to develop an experimental model useful to study the effect of Mycoplasma spp. in goat
semen. We evaluated the viability and motility of seminal doses maintained during two hours at 37 °C in semen
samples previously kept under two temperature conditions (4-5 °C or 15-16 °C). The effect of PPLO medium in
sperm motility, in which Mycoplasma spp. inocula are prepared, was also studied. Motility results registered in
semen samples incubated at 37 °C during 120 minutes are better in seminal doses kept at 4-5 °C. PPLO medium
had no significant effect on live or motile spermatozoa percentages registered after 150 minutes. Sperm viabi-
lity and motility values (total and progressive) higher than 50% during the 150 and 60 minutes of incubation
respectively were obtained using this medium. Overall, the present model is useful to conduct experimental
contamination of goat semen doses with Mycoplasma spp. in order to evaluate its effect on spermatic viability

and motility.
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INTRODUCCION

La agalaxia contagiosa (AC) es una enfer-
medad endémica de la cuenca mediterrdnea que
ocasiona importantes pérdidas econdmicas en
el sector de los pequefios rumiantes (Nicholas
et al., 1995). En el ganado caprino Mycoplas-
ma agalactiae (Ma) es el principal agente etio-
I6gico de la enfermedad aunque Mycoplasma
mycoides subsp capri (Mmc), Mycoplasma ca-
pricolum subsp. capricolum (Mc) y Mycoplas-
ma putrefaciens (Mp) intervienen también en la
etiologia (Corrales et al., 2007).

Durante afios ha sido asumido que los se-
mentales debian jugar un papel en la epide-
miologia de la enfermedad (Bergonier et al.,
1997). Recientemente, se ha podido corroborar
estadisticamente que la compra de sementales
por parte de las explotaciones supone un riesgo
de introducir la infeccién en las mismas (Al-
Momani et al. 2008), como consecuencia de
la presencia de sementales portadores asinto-

madticos que presentan infecciones sistémicas
cronicas (Gomez-Martin et al., 2012a). Estos
individuos portadores, que a menudo resultan
ser seronegativos, pueden estar infectados con
cepas de micoplasmas con suficiente capacidad
patégena para originar brotes de la enfermedad
(Tardy et al., 2011). Estas caracteristicas epide-
miolégicas propiciaron la entrada de portadores
en centros de inseminacion espafioles (Amores
et al., 2011) demostrandose la difusion de la
infeccion de forma silente a la totalidad de los
animales de un centro a partir de unos pocos
portadores (De la Fe et al., 2010). El aislamien-
to de Ma y Mmc en semen de machos caprinos
portadores asintomdticos presentes en centros
de inseminacién de razas lecheras selectas
hizo necesario contemplar y evaluar el riesgo
de transmision venérea (De la Fe et al., 2009;
Gomez-Martin et al., 2012b), asi como probar
la eficacia de las medidas terapéuticas. En este
sentido, recientemente ha sido evaluada la efi-
cacia del tratamiento sistémico con marbofloxa-
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cina en machos caprinos de alto valor genético,
llegando a la conclusién de que el tratamiento
antibidtico aplicado resulta ineficaz para curar
la infeccién produciendo ademds descensos sig-
nificativos en la motilidad espermadtica de los
sementales (Gomez-Martin et al., 2012c).

La presencia de Mycoplasma spp. en el se-
men caprino no s6lo supone un riesgo de con-
tagio venéreo de AC, sino que podria interferir
en el correcto desarrollo de los programas de
mejora genética de razas selectas al producir
dafios en la calidad espermadtica de los semen-
tales presentes en los centros de inseminacion.
Este hecho ha podido ser constatado en el ga-
nado bovino y la especie humana (Diaz-Garcia
et al., 2006; Sylla et al., 2005). Por todo ello,
es necesario emprender estudios experimentales
acerca del posible efecto que los micoplasmas
implicados en la AC puedan tener en la calidad
espermatica caprina.

Previamente al desarrollo de un protocolo
de contaminacién experimental seminal, es ne-
cesario fijar las condiciones del mismo para po-
der realizar un correcto disefio. Varios trabajos
han realizado la contaminacién experimental de
semen con Mycoplasma spp. en otras especies
animales. En ellos las muestras seminales se so-
meten a temperaturas de 37 °C durante al menos
dos horas y cuyo control negativo ha de llevar
medio especifico para el aislamiento de mico-
plasma (Sylla et al., 2005; Diaz-Garcia et al.,
2006). No obstante, no se conoce el efecto de la
adicion de los medios de cultivo especificos de
micoplamas (medio PPLO) ni en la viabilidad,
ni en la motilidad espermatica. El objetivo del
presente trabajo fue estudiar si la viabilidad y
motilidad espermdtica de dosis seminales ca-
prinas incubadas a 37 °C se ve afectada por el
transporte previo bajo diferentes temperaturas
y por la adicién de medio PPLO, especifico
para el aislamiento de micoplasmas. Estos es-
tudios preliminares permitirian el desarrollo de
un modelo de contaminacién experimental de
semen caprino con micoplasmas involucrados
en la AC.

MATERIAL Y METODOS

Poblacion de estudio. Estudio microbiologico
y molecular

Para la realizacion de este estudio se utili-
zaron 4 machos caprinos de la raza Murciano-
Granadina de entre 2-5 afios pertenecientes al
centro de sementales del centro Integrado de
Formacién y Experiencias Agrarias (CIFEA)
de Lorca. Durante este trabajo, los animales
no fueron sometidos a condiciones de estrés o
cambios de alimentacion siendo albergados, ali-
mentados y sometidos a las medidas sanitarias
adecuadas a esta especie segun la legislacion
vigente.

Como paso previo, se realizé un estudio
microbiolégico para la deteccién de posibles
animales portadores asintomadticos de las cua-
tro especies de micoplasmas involucradas en
la AC con el fin de emplear muestras semi-
nales libres de Mycoplasma spp. Para ello se
tomaron 15 dias antes del estudio 2 hisopos de
conducto auditivo externo de cada animal asi
como una muestra de semen. Todas las mues-
tras fueron sembradas en medio especifico para
el aislamiento e identificacién de micoplasmas
(Gémez-Martin et al., 2012a) y se extrajo ADN
de las muestras para realizar los correspondien-
tes estudios moleculares mediante andlisis de
PCRs especificas de Ma, Mmc, Mc y Mp, todo
ello segtin el proceso descrito por Amores et
al. (2011).

Estudio de viabilidad y motilidad espermati-
ca en dosis seminales transportadas bajo di-
ferentes condiciones de temperatura

Para esta experiencia se obtuvieron los eya-
culados de 4 machos caprinos mediante la utili-
zacién de vagina artificial para posteriormente
ser diluidos en un medio preparado a base de
leche desnatada sin antibidtico, hasta alcanzar
una concentracién final de 200 x 10° esperma-
tozoides/ml (Pellicer Rubio et al., 1997). A con-
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tinuacién fueron enfriados de forma progresiva
dentro de una cdmara frigorifica hasta una tem-
peratura de 4 °C en 90 minutos y finalmente,
fueron mezcladas las muestras de los diferentes
machos. Una alicuota de la muestra seminal
(400ul) fue tomada para su cultivo y la rea-
lizacién de PCRs especificas de micoplasmas,
segin lo descrito en el apartado anterior.

A continuacién, se prepararon dos eppen-
dorf con 1,5 ml de la muestra seminal que
fueron transportados hasta el laboratorio de la
Facultad de Veterinaria, en neveras portatiles
con temperatura controlada. Uno de ellos se
mantuvo entre 4-5 °C mientras que el otro se
transporté a 15-16 °C. Tras 60 minutos de trans-
porte, todas las muestras transportadas en am-
bas condiciones se mantuvieron a temperatura
ambiente durante 10 minutos, tras lo cual (T:0)
se procedi6 a evaluar la viabilidad espermadtica
mediante tincién de eosina-negrosina y la mo-
tilidad espermdtica empleando un microscopio
de contraste de fases siguiendo la metodologia
descrita por Pellicer-Rubio et al (1998). Pos-
teriormente, las muestras fueron incubadas en
un bafio seco a 37 °C. Se evalué la viabilidad y
motilidad espermadticas a los 30, 60 y 120 mi-
nutos de iniciada la incubacién. Para esta expe-
riencia fueron llevadas a cabo tres réplicas con
los mismos machos caprinos, todas ellas duran-
te los meses de invierno. Cada determinacion
de los pardmetros espermadticos fue realizada
por duplicado en cada tiempo.

Adicion de medio especifico para el aisla-
miento e identificacion de Mycoplasma spp.
en semen diluido

Cuatro eyaculados de los mismos machos
caprinos fueron obtenidos mediante vagina
artificial durante los meses de invierno y fue-
ron diluidos en un medio preparado a base de
leche desnatada sin antibidtico hasta alcanzar
una concentracién final de 200 x 10° esperma-
tozoides/ml (Pellicer Rubio et al., 1997). Tras
ser enfriados de forma progresiva hasta 4 °C

a lo largo de 90 minutos dentro de una cdma-
ra frigorifica, se preparé una mezcla con las 4
muestras seminales. Por una parte, una alicuota
fue destinada al cultivo y PCR especificos de
micoplasma y ademds se prepararon dos ali-
cuotas de 1500 ul de semen diluido. Tras 60
minutos refrigerados a 4 °C, las muestras fueron
mantenidas a temperatura ambiente durante 10
minutos. De una de las muestras se extrajeron
40 ul de semen diluido y se sustituyeron por
el mismo volumen de medio PPLO, mientras
que la otra qued6 como muestra control. Estas
muestras fueron incubadas a 37 °C en un bloque
seco y se determind la motilidad y la viabilidad
espermdtica en los tiempo 0, 45, 60, 75, 90,
105, 120, 135 y 150 minutos posteriores al ini-
cio de la incubacién, de igual forma que en el
apartado anterior. Este proceso fue repetido tres
veces con los mismos machos caprinos durante
los meses de invierno.

Tres réplicas mds fueron llevadas a cabo
en el mes de mayo con semen de los mismos
machos caprinos, llevando a cabo un protocolo
similar al descrito anteriormente para la ela-
boracién de la condicién inoculada con medio
PPLO. En este caso, sélo se procedié a evaluar
la motilidad espermadtica con el sistema CASA
(ISAS, Proiser, Valencia, Espafia) a los 0, 30 y
60 minutos de la incubacién.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando
el modelo lineal general del programa SAS
6.11 (1996). La viabilidad (%) y motilidad (%)
espermdtica fueron consideradas variables de-
pendientes en sendos modelos, en los que se in-
cluyeron los efectos de la temperatura de alma-
cenamiento (dos niveles: 4-5 °C vs. 15-16 °C)
y la adicién o no de medio PPLO (dos niveles:
control vs. medio PPLO). En los dos modelos
citados, se consideraron los efectos de la mues-
tra (n = 3), el tiempo (cuatro niveles: 0, 30, 60 y
120 minutos para el estudio de temperaturas de
transporte y nueve: 0, 45, 60, 75, 90, 105, 120,
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135 y 150 minutos para la evaluacion del efecto
de medio PPLO) y las correspondientes interac-
ciones de la temperatura de almacenamiento y
la adicién de medio PPLO con el tiempo.

RESULTADOS

Todas las muestras de hisopos auriculares
y semen analizadas durante las experiencias
del presente trabajo resultaron negativas tanto
al cultivo microbiolégico como a la deteccién
molecular mediante el andlisis de PCR especi-
fico de Mycoplasma spp.

Viabilidad y motilidad espermatica en dosis
seminales transportadas bajo dos condicio-
nes de transporte

No se observaron diferencias estadistica-
mente significativas en los valores de viabili-
dad espermadtica de las dosis seminales trans-
portadas a 4-5 °C y a 15-16 °C. Por el contra-
rio, si se observé un efecto significativo de
la temperatura de transporte sobre los valores
de la motilidad espermdtica total, con mejores
resultados en las muestras transportadas a 4
°C que a 15 °C (Tabla 1, p <0,001). También
se observé un efecto del tiempo de incubacion

Tabla 1: Efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la viabilidad y motilidad seminal

Viabilidad Motilidad
Factor
gl F P F P
Muestra 2 23,38 <0,001 0,50 NS
Temperatura de almacenamiento | 1 0,21 NS 91,59 <0,001
Tiempo incubacion 3 28,37 <0,001 135,71 <0,001
Temperatura x tiempo 3 7,71 <0,001 2041 <0,001
NS: no significativo
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Figura 1: Viabilidad espermatica media en dosis seminales mantenidas a 37 °C

ab¢ Medias con diferentes superindices presentan diferencias significativas (P<0,001).
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Tabla 2: Media de minimos cuadrados' de la motilidad espermatica (%) segin la

temperatura y tiempo de almacenamiento

: 3 Temperatura de almacenamiento (°C)
Tiempo (minutos) P
15-16 4
0 51,00* 78,00 <0,001
30 49,17® 63,00° <0,001
60 44.17° 42 83¢ NS
120 25,00¢ 35,00¢ <0,001

' Media del error estindar = 1,829

ab.c.d: Medias con distinto superindice en la misma columna presentan diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05).

NS: no significativo

sobre ambos pardmetros de calidad espermati-
ca (Tabla 1, p <0,001). En concreto, se pudo
observar un descenso significativo de la via-
bilidad espermdtica durante los primeros 60
minutos de incubacién a partir de los cuales la
viabilidad se estabiliz6 hasta los 120 minutos
(Figura 1). Los valores medios de motilidad
espermdtica en muestras transportadas a 4 °C
(54,7%) resultaron estadisticamente superiores
(p<0.001) a los observados bajo un transporte
a temperatura de 15-16 °C (42,3%) . El por-
centaje de espermatozoides mdtiles totales en
cada uno de los tiempos de las dos condiciones
de transporte previas a la incubacién vienen
reflejados en la Tabla 2.

Viabilidad y motilidad espermatica en dosis
seminales con medio especifico para el aisla-
miento e identificaciéon de Mycoplasma spp.

La viabilidad y motilidad esperméticas no se
vieron afectadas por la incorporacién del medio
PPLO en las dosis seminales (Tabla 3, Fig 2 y
3, p>0,05), mientras que si se vieron afectados
por el tiempo de incubacién a 37 °C (Tabla 3,
Fig 2 y 3, p<0,001). Se registré una viabilidad
espermdtica media del 73% a lo largo de las
dos horas y media de incubacién asi como va-
lores medios de motilidad espermatica del 29%
durante el mismo. Los valores de espermatozoi-

Tabla 3: Efecto de la adicion de medio PPLO sobre la viabilidad y motilidad espermatica

Viabilidad Motilidad
Factor
gl F P F P
Muestra 2 7,38 <0,01 31,86 <0,001
Adicion de medio PPLO 1 1,96 NS 1,03 NS
Tiempo 8 11,10 <0,001 767,01 <0,001
Adicién de medio PPLO x tiempo | 8 4,14 <0,001 0,20 NS

NS: no significativo.
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Figura 2: Viabilidad espermatica en dosis seminales control y con medio PPLO a 37 °C

ab¢ Medias con diferencias significativas a lo largo del tiempo (P<0,001).
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Figura 3: Motilidad espermatica total en dosis seminales control y con medio PPLO a 37 °C.

abede Medias con diferentes superindices presentan diferencias significativas (P<0,001) entre los tiempos estudiados.
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Figura 4: Valores de motilidades obtenidas mediante el sistema CASA en dosis seminales
control y con medio PPLO.

des motiles totales y progresivos obtenidos me-
diante el empleo de un sistema CASA en dosis
seminales con medio PPLO pueden observarse
en la Figura 4. Asi, se pudieron evidenciar mo-
tilidades totales y progresivas medias del 73%
y 61%, respectivamente a los 60 minutos de
incubacion estudiados.

DISCUSION

El presente trabajo estudia la viabilidad y
motilidad espermdtica de dosis seminales ca-
prinas sometidas a un protocolo de transporte y
posterior incubacién en medio especifico para
el crecimiento de Mycoplasma spp. Previamen-
te al desarrollo de un protocolo de contamina-
cion experimental seminal, es necesario fijar las
condiciones del mismo para poder realizar un
correcto disefio. El punto de partida es contar
con machos caprinos cuyo semen esté libre de
micoplasmas. Debido al cardcter intermitente
de la excrecion observado a través de la via
seminal (De la Fe et al., 2009), es necesario
realizar varios muestreos de semen para la de-

tecciéon de animales portadores asintomadticos
(Goémez-Martin et al., 2012b). El andlisis de
la totalidad de las muestras utilizadas en este
trabajo confirmé la ausencia de las 4 especies
de micoplasmas involucrados en la AC en el
semen de los animales empleados.

El hecho de que el centro de inseminacion
artificial en el que se elaboran las dosis semi-
nales se encuentre distanciado del laboratorio
de contaminacién experimental, hace necesario
evaluar las condiciones de transporte mds id6-
neas que garanticen las viabilidades y motili-
dades espermdticas 6ptimas durante la incuba-
cion. A lo largo de 120 minutos de incubacién
a 37 °C, la viabilidad espermdtica del semen
no se vio influenciada por la temperatura del
transporte previo a la que es sometido (4-5 °C o
15-16 °C; Tablal) observandose valores medios
del 58% a las dos horas de incubacién (Figura
1). Estos valores se mantuvieron constantes y
superiores al 50% hasta al menos las 2 horas de
incubacién de igual forma a lo observado en los
controles negativos de Diaz-Garcfia et al. (2006)
con semen humano. No obstante, si se observo
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un descenso significativo de la motilidad es-
permdtica cuando las muestras se transportan
a 15-16 °C (Tabla 1). En efecto, la temperatura
de transporte puede afectar a la calidad seminal
(Leboeuf et al., 2000) y las altas temperaturas
estan asociadas a severas degeneraciones de la
misma (Corteel, 1981).

Debido a la necesidad de emplear medio
PPLO para la elaboracion de los controles ne-
gativos en un modelo experimental de contami-
nacién seminal (Sylla et al., 2005), evaluamos
su posible efecto sobre la viabilidad y motili-
dad espermdtica de dosis seminales caprinas.
Nuestros resultados confirman que este medio
enriquecido (G6émez-Martin et al., 2012b) no
ejerce ninguna influencia sobre ambos pardme-
tros espermadticos. Asi, la contaminacién de se-
men caprino con Mycoplasma spp. vehiculado
en dicho medio permitiria aproximar de forma
eficiente lo acontecido en una infeccién natu-
ral, aumentando el alcance de la inferencia del
disefio experimental, lo cual constituye una de
las principales funciones de los mismos (Steel
et al., 1997).

Se pudo evidenciar un descenso significati-
vo en la viabilidad espermadtica (P<0,001) a lo
largo del tiempo de incubacion similar al obser-
vado por otros autores en semen humano. Ello,
ha sido atribuido a la acidificacién del medio
como consecuencia de la actividad glucolitica
espermatica (Dfaz-Garcia et al., 2006). En este
sentido, se obtuvo una viabilidad media supe-
rior al 50% (73%) durante las dos horas y media
de incubacion, de igual forma a lo observado en
el estudio anteriormente citado. Este hecho nos
permitiria evaluar el efecto de Mycoplasma spp.
sobre este pardmetro espermatico.

En cuanto a la evaluacién de la motilidad
espermatica en dosis seminales incubadas con
medio PPLO, hay que tener en cuenta que la
incubacién a 37 °C impide la evaluacién de este
pardmetro a lo largo de amplios periodos. En
este sentido, registramos de forma preliminar
valores superiores al 50% sélo durante los pri-
meros 60 minutos en las dosis seminales in-

cubadas con medio PPLO. La evaluacién de
estos pardmetros espermaticos en semen ino-
culado con Mycoplasma spp. deberia por tanto
centrarse en lo acontecido durante la primera
hora de incubacién. Otras incubaciones que
han empleado el mismo medio con semen bo-
vino (Sylla et al., 2005), evaluaron la motili-
dad espermadtica sélo dentro de los primeros 30
minutos de incubacion, observandose valores
totales del 54%. Los resultados que nosotros
obtuvimos con el sistema CASA corroboraron
los valores de espermatozoides motiles totales
superiores al 50% durante los primeros 60 mi-
nutos (Figura 4). El ligero aumento en las moti-
lidades espermaticas observadas en verano con
respecto a las de invierno, estd en consonancia
con los aumentos estacionales de la motilidad
espermadtica acontecidos en los machos capri-
nos Murciano-Granadinos tras el invierno en la
Regién de Murcia (Roca et al., 1992).

En conclusion, nuestros resultados han per-
mitido desarrollar un modelo de incubacién
experimental de dosis seminales caprinas con
medio PPLO, especifico para el aislamiento mi-
coplasmas, sin ejercer un efecto significativo en
la viabilidad y la motilidad espermdtica. Dicho
modelo, permite obtener valores éptimos de di-
chos pardmetros de calidad espermadtica posi-
bilitando futuras inoculaciones experimentales
con Mycoplasma spp.
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