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RESUMO: A Inseminacdo Artificial € uma biotécnica da reproducdo estabelecida e aplicada na
suinocultura cujo objetivo € a maximizacdo do uso dos ejaculados, mantendo e melhorando a
eficiéncia reprodutiva. Entretanto, quando ha contaminagdo bacteriana no sémen, pode haver
comprometimento da viabilidade espermatica. O objetivo deste trabalho foi pesquisar a
contaminagdo bacteriana em ejaculados colhidos em centrais de inseminacéo artificial e relacionar
com as caracteristicas quantitativas e qualitativas dos ejaculados, além de testar a sensibilidade dos
agentes isolados frente a diferentes antibiéticos. Foi coletado sémen suino de trés centrais de
inseminacéo artificial em Santa Catarina. Essas amostras foram submetidas a andlise
microbiolégica, onde foi realizado o isolamento, identificagdo, contagem bacteriana além dos
antibiogramas. Estas amostras foram também avaliadas quanto a motilidade, vigor, aglutinacédo e
concentracdo. Para esta avaliagdo foram utilizados dados fornecidos pela empresa. Foram
realizados esfregacos das amostras de sémen e corados com eosina-negrosina para a avaliacdo da
morfologia espermatica. Os dados foram submetidos a andlise de variancia utilizando-se o
procedimento GLM do pacote estatistico SAS. Houve isolamento de 17 diferentes géneros
bacterianos, entre os quais os mais frequentes foram Staphylococcus sp. Proteus sp. Escherichia
coli, Pseudomonas sp., porém ndo houve uma correlagdo significativa (P>0,05) quando comparado o
namero de unidade formadora de colénia /mL do sémen com motilidade, concentracdo e alteracdes
morfolégicas. Foi encontrado um efeito isolado do género Staphylococcus sp. P(<0,05) provocando
uma diminuicdo na motilidade dos espermatozéides. A maioria dos agentes bacterianos mostrou-se
resistentes aos antibiéticos testados.
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INFLUENCE OF BACTERIAL CONTAMINATION IN PIG SPERM PARAMETERS
AND RESISTANCE PROFILE OF ISOLATED AGENTS

ABSTRACT: Artificial insemination is an established biotech and applied reproduction in pigs whose
objective is to maximize the use of ejaculated, maintaining and improving reproductive efficiency.
However, when there is bacterial contamination in semen, may be impaired for sperm viability. The
aims of this study was to investigate the bacterial contamination in semen collected in artificial
insemination centers and related to quantitative and qualitative qualities, and test the sensitivities of
the isolates against different antibiotics. Boar semen was collected three artificial insemination
centers in Santa Catarina. These samples were submitted to microbiological analysis, where we
performed the isolation, identification, bacterial count beyond antibiograms. These samples were also
evaluated for motility, vigor, concentration and agglutination. For this evaluation we used data
provided by the company. Smears were prepared from semen samples and stained with eosin-
negrosina for the evaluation of sperm morphology. The data were subjected to analysis of variance
using the GLM procedure of SAS statistical package. Thel7 different bacterial genera was isolated,
among which the most frequent were Staphylococcus sp. Proteus sp. Escherichia coli, Pseudomonas
sp. but there was a significant correlation (P> 0.05) when comparing the number of colony forming
unit / mL of semen with motility, concentration and morphological changes. We found an isolated
effect of the genus Staphylococcus sp. (P<0.05) causing a decrease in sperm motility. Most bacterial
pathogens proved resistant to antibiotics.
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INTRODUCAO

Para se obter sucesso em um
programa de Inseminacgao Artificial (1A)
em suinos é fundamental o emprego de
doses inseminantes que atendam
parametros espermaticos pré-
determinados, 0s espermatozoides
devem apresentar qualidade e ser
viaveis (Colebrander, 1993). Quando se
discute sobre esses parametros,
menciona-se geralmente, motilidade
espermatica, a morfologia e o numero
de espermatozodides na dose. Outros
parametros, como 0 numero de
unidades formadoras de col6nia (UFC)
da dose ou do ejaculado, entretanto,
normalmente sao negligenciados. Doses
com alta contaminacdo bacteriana
tendem a ter um comprometimento
qualitativo, principalmente devido ao
metabolismo desses microrganismos,
que alteram o pH comprometendo a
motilidade da amostra (Goldeberg,
2008). O objetivo deste estudo foi
realizar um levantamento da
contaminacdo bacteriana de sémen
suino de trés Centrais de Inseminacao
do estado de Santa Catarina e
relacionar o numero de UFC\mL com
alteracdes na motilidade, concentracao,
vigor, aglutinagdo e  morfologia
espermatica, além de testar a
sensibilidade das bactérias isoladas
frente a diferentes tipos de antibiéticos.

MATERIAL E METODOS

Foram colhidos ejaculados de
cachacos pertencentes a trés centrais
de inseminacdo artificial. As colheitas
foram realizadas com o auxilio de
manequim (Bortolozzo & Wentz, 2005)
em diferentes épocas (central 1 em julho
de 2010, central 2 em outubro de 2010 e
central 3 em de marco de 2011). Apds
a colheita, foi retirado uma aliquota
(3mL) de sémen e armazenado em

perfil de resistencia dos agentes isolados

tubos cbnicos com capacidade de 1,5
mL, essas amostras foram colocadas
em caixas isotérmicas com gelo
descartavel e levadas ao laboratério de
Bacteriologia do CEDIMA -
CAV/UDESC, onde foram processadas
em no maximo 12 horas. A quantidade
de amostras colhidas nas diferentes
centrais de inseminacao artificial variou
conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Ndmero de amostras colhidas nas diferentes centrais de inseminacao
durante o periodo do experimenta.
Central de 1 2 3 Total
Inseminagio
Artificial
Quantidade de 71 61 65 197
amostras

No laboratério as aliquotas foram
semeadas em Agar sangue e Agar Mac
Conkey, em condicbes aerbbicas e
microaerébicas e, ap6s o0 periodo
necessario de incubacdo (24 as 48h),
foram identificadas conforme descrito
por Oliveira, 2000. A quantificacdo das
bactérias, Unidade Formadora de
Colonias, foi realizada através da
semeadura por espalhamento em Agar
PCA em duplicata, das diferentes
diluicbes (em solugcdo salina) da
amostra de sémen.

Um representante de cada género
isolado foi congelado em caldo BHI e
glicerol para posterior realizagdo dos
antibiogramas. Os antibiogramas foram
realizados através do método difusdo
em disco no Agar Muller-Hinton
(Vermelho et al. 2006).

Os antibioticos foram selecionados
de acordo com a maior utilizagdo na
suinocultura. Para bactérias Gram
positiva foram: gentamicina (GEN),
norfloxacina (NOR), rifampicina (RIF),
tetraciclina (TET), doxicilina (DOX),
florfenicol (FLF), vancomicina (VAN),
ampicilina  (AMP), ceftiofur (CTF),
estreptomicina (EST), lincomicina (LIN)
e penicilina (PEN). Para Gram negativas
foram usados: cefalexina (CFE),
trimetropim (TRI), ciprofloxacin (CIP),
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bacitracina (BAC), enrofloxacina (ENO),
neomicina (NEO), ceftiofur (CTF),
ampicilina (AMP), gentamicina (GEN),
tetraciclina (TET), doxicilina (DOX) e
cefalotina (CFL). As placas foram
colocadas em estufa bacteriologica, da
marca FANEM LTDA e modelo 002/2 a
37°C por 24 horas e apos foi realizado
a leitura. A zona de inibicdo de cada
disco foi medida em milimetros com o
auxilio de uma régua e comparada com
uma tabela padrdo de interpretacao
(Vermelho et al. 2006).

Estas mesmas amostras foram
também avaliadas quanto a motilidade,
vigor, aglutinacdo e concentracdo, de

acordo com o] descrito por
(Sobestiansky, 1998). Para esta
avaliagcdo foram utilizados dados

fornecidos pela empresa.

Foi realizado esfregaco das
amostras de sémen e corados com
eosina-negrosina para a avaliacdo da

morfologia espermatica. Foram
observados no minimo 200 células
espermaticas por lamina em

microscépio Optico de campo claro,
marca ASKANIA, modelo RML com
aumento minimo de 1000X (Bortolozzo
& Wentz, 2005).

Os dados foram submetidos a
andlise de variancia utilizando-se o
procedimento GLM do pacote
estatistico SAS (2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as Centrais de Inseminacgéo
Artificial atendiam as exigéncias legais
de biosseguridade (Bortolozzo & Wentz,
2005) e mantinham habitos higiénicos
continuos nas instalacdes, porém todas
apresentaram doses de sémen com
contaminagcdo bacteriana, conforme
tabela 2.

Tabela 2 - Amostras de sémen colhidas nas diferentes centrais de inseminagio
durante o periodo do experimento, que apresentaram contaminacio.

Central 1 2 3 TOTAL

Inseminagao

Artificial
Quantidade Fi] 61 65 197
de Amostras

Amostras 63 10 65 135

com
Bactérias
Amostras 08 51 0 62

sem
Bactérias

A diferenga entre a quantidade de
amostras com a presenca de
contaminacdo bacteriana foi evidente
guando comparamos as trés centrais de
inseminagdo  artificial onde foram
coletadas as amostras. Essa diferenca
mostra que os procedimentos na coleta
e preparacdo das doses espermaticas
na central de inseminacgao artificial 2,
foram realizados com maior higiene
isso fica bastante evidente quando
mencionado o fato de que todo
processo nesse estabelecimento
realizado por uma Unica equipe de
trabalho, e que somente uma familia é
responsavel por essa atividade. A mao
de obra qualificada € de grande
importancia, pois a manutencdo de
pessoas treinadas é fundamental para a
gualidade do trabalho (Bortolozzo &
Wentz, 2005). O resultado encontrado
de baixa contaminacdo bacteriana nas
doses esperméticas na central de
inseminacao artificial 2 corresponde
com o descrito por Bennemann et al.

o>-O DD

(2000) relatam que ao coletar
ejaculados com absolutos cuidados
higiénicos, sob condi¢cbes
experimentais, nao observaram

crescimento bacteriano até 48 horas de
incubacdo no sémen in natura.

O método de colheita de sémen foi
0O mesmo nas trés centrais de
inseminacao artificial, sendo este o
método da méo enluvada (Hancock &
Hovel, 1959), mas apesar de tratar-se
de um método altamente eficaz, quando
nao realizado de forma adequada pode
favorecer a contaminacao bacteriana.
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Foi isolado uma grande variedade
de géneros bacterianos no
processamento das amostras (Tabela 3)
de acordo com Sheid et al. (2000) sao
contaminantes normalmente
encontrados em sémen suino. Os
géneros bacterianos mais isolados
foram Staphylococcus sp. (26,43%),
Escherichia coli (9,47%) e
Pseudomonas sp. (11,05%) o que
corresponde com o descrito por
Sobestiansky et al. (2000) onde relatam
que esses, sdo contaminantes
encontrados com maior frequéncia em
sémen suino. Sobestiansky et al. (2000)
citam que entre 0s contaminantes
isolados com menor frequéncia em
sémen suino encontra-se 0 género
Proteus sp., no entanto no presente
trabalho esse género bacteriano foi
isolado em elevada frequéncia (20,53%)
0 que corresponde com o descrito por
Bennemann (1998) que cita que esse
microrganismo esteve sempre presente
na maioria das doses inseminantes
suinas utilizadas em seu estudo.

Tabela 3 - Diferentes géneros bacterianos isolados nas amostras de ejaculados
colhidos nas centrais de inseminac3o durante o periodo do experimento.

Central de Inseminagéo Artificial

Bactérias Isoladas 1 2 3
N° de N de N° de
Staphyioco cous sp. 18 T 24
Strepto cocou s sp. 4 5
Escherichia coli 8 10
Pseudomonas sp. B 15
Corynebacterium sp. T 8
Proteus sp. 19 5 16
Serratia sp. 4 1
Citrobacter sp. 1 3
Edwardsiella sp. 1
Stenotrophomonas sp. - - 6
Shigella sp. - 3
Campyiobacter sp. 6 -
Yersinia sp. 1 2
Bacillus sp. 1 3 1
Enterobacter sp. 2 1
Klebsidla sp. 4 -
Foi analisado o efeito das

variaveis sempre comparando o numero
de UFC/mL com outra caracteristica,
conforme apresentado na tabela 4.

perfil de resistencia dos agentes isolados

Tabela 4 - Médias dasvaridveis analisadas nas trés centrais de inseminacio
testadas durante o periodo do experimento.

Varidweis X X X X
Central de Central de Central de
inseminagio 1 inseminagi
(dia 1} (dia2}

analisadas Central de

1 in inagio 2

inseminagio 3

UFCimL 7522414 1.383.555,20 622,95 73.840.82
Motilidade 25% 85% 85% 81%
Patologias

totais 7.87% B.46% B.9% 12,83%

Ao analisar o numero de UFC/mL
em relacdo a motilidade e patologia, ndo
foi observado efeito  significativo
(P>0,05). Esse fato pode ser justificado
com o estudo desenvolvido por Althouse
et al. (2000) onde relatam que os efeitos
da contaminacdo bacteriana no sémen
ndo ocorrem imediatamente, mas
geralmente necessitam de 36 a 48
horas de armazenamento para se
tornarem evidentes. No presente estudo
as andlises foram feitas imediatamente
apos a colheita.

As centrais de inseminagao
artificial preparam as doses
inseminantes e distribuem em diversas
granjas da regido, porém muitas vezes o
transporte e armazenamento nao Ss&o
realizados de forma correta, o que leva
ao comprometimento dos mesmos.
Bortolozzo & Wentz, (2005) citam que é
importante ter em mente que a garantia
das doses que chegam ao produtor
deve ser prioridade da central de
inseminacao artificial. Muitas vezes o
ejaculado colhido €é de excelente
gualidade, mas erros de processamento
e armazenamento ou transporte podem
reduzir ou comprometer o potencial
fecundante dos espermatozoides.

As doses inseminantes apés
grande periodo de armazenamento
tendem a ter um aumento na populacéo
bacteriana devido a temperatura que
deve ser armazenada. Preconiza-se que
entre a coleta e o0 armazenamento das
doses haja uma queda gradual e
continua de temperatura até alcancar o
ponto de armazenamento entre 15 e 18°
C de temperatura (Bortolozzo & Wentz,
2005). No entanto, essa temperatura
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nao € capaz de impedir o crescimento
bacteriano, mesmo os diluentes
possuindo em sua formula antibiéticos
nem sempre todos 0S géneros
bacterianos apresentam-se sensiveis ao
mesmo. Segundo Rideout et al. (1982)

com o0 aumento da populacdo
bacteriana, havera uma competicdo
maior entre bactérias e
espermatozoides pelo mesmo substrato
comprometendo a qualidade
espermatica.

Foi pesquisado o efeito individual
dos agentes bacterianos que foram
isolados com grande frequéncia.
Entretanto, Escherichia coli,
Pseudomonas sp. e Proteus sp. nao
apresentaram efeito significativo quando
comparados com as demais variaveis,
como concentracdo, motilidade e
morfologia espermatica (P>0,05). Ja as
amostras em que houve isolamento de

Staphylococcus sp. ocorreu uma
diminuicao na motilidade dos
espermatozdides dessas amostras,

sendo este considerado um efeito
significativo (P<0,05). Bennemann et al.,
(2000) realizaram um estudo onde foi
testado a integridade acrossomal e a
motilidade espermatica em doses
inseminantes com  Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, foi observado
que amostras contaminadas com
qualquer um desses géneros
bacterianos apresentaram um efeito
deletério na motilidade espermatica,
porém no presente trabalho esse
resultado foi observado em amostras
que houve isolamento do género
bacteriano Staphylococcus sp. mas,
nas amostras que foi isolado
Escherichia coli ndo foi observado efeito
sobre a motilidade espermética. Cabe
ressaltar que as doses inseminantes
utilizadas por Bennemann et al., (2000)
eram livres de contaminacdo bacteriana
e a inoculacdo das bactérias testadas foi
realizado laboratorialmente. No projeto
em estudo as analises foram realizadas
de amostras de sémen coletadas

diretamente das centrais de
inseminacao artificial e em muitas
amostras analisadas havia diferentes
géneros bacterianos na mesma amostra
e sabe-se que bactérias produzem
metabolitos que podem ser toxicos para
outros microrganismos (Tortora et al.,
2000).

De acordo com Sheid et al. (2000),
para obter controle da contaminacéo e
da proliferacdo bacteriana no sémen é
essencial a manutencdo de um rigoroso
padrdo de higiene e adicdo de
antibioticos aos diluentes, sendo os
mais utilizados: gentamicina, penicilina,
estreptomicina, neomicina e lincomicina.
No entanto, nem todos 0S géneros
isolados e testados nesse experimento
(tabela 5) mostraram-se sensiveis ao
uso desses antibioticos o que pode ser
considerado um problema na obtencao
de doses inseminantes livres de
contaminacao bacteriana. Althouse et al.
(2000) demonstraram resultados de
resisténcia da maioria das bactérias
isoladas nas doses inseminantes em
relagdo a gentamicina. Dessa forma, a
decisdo de troca do antibiotico,
especialmente frente a problemas no
controle da proliferacdo bacteriana,
deve ser muito criteriosa, pois 0 numero
de produtos que atendem as
caracteristicas citadas é limitado. A
comprovacdo prévia de resisténcia
bacteriana ao produto em uso deve ser
realizada por meio de exames
bacteriologicos e antibiograma. De
acordo com Vaz (2009) as bactérias
podem  adquirir  resisténcia  aos
antibidticos de uma forma intrinseca ou
através da aquisicdo de elementos
genéticos que carreiam genes de
resisténcia. A  persisténcia  desta
resisténcia no animal depende de um
grande numero de fatores externos,
como o estresse, transporte de animais,
manejo, doses terapéuticas utilizadas ou
exposicdo prévia dos animais a
antibioticos.
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Tabela 5 - Bactérias isoladas e sua sensibilidade frente aos diversos
antibidticos  testados.

BACTERIAS

CATNCCCEGBTDRMNLEFPUVE
ISOLADAS FMEEFITNEAROI OI LEAS
EPTOLPFOMNCI XFRMNFHNNT

Saphyloccocus sp. - %1 - --5%-5%- - SRRRSSRS
Sirepiococcus sp. -5R---5%-R--RSRRRSSR
Escilluz 3p. -1 8- --8-R-- S5535RSRSS
Senotrofomonszsp. RR RRRRRRRRRR - - - - - - -
Kiebziels sp. RRRSRSSSSRRR- - - - - - -
Citrobscter sp. SRRSSSSRERRR- - - - - - -
Campylobactersp. 535 5R 555 535RRSS - - - - - - -
Escherichia coli RRRRRRSRRRRR=- - = = = - -
Peeudomonazsp. RFRRRRRRRSRRRR- - - - - - -
Verzinia sp. I RRRRRRRRRRR - - - - - - -
Semstiasp. RRRSRI SI RRRR- - - - - - -
Enterobacter sp. RRRRRSSRRRRR- - - - - - -
Shigelia sp. RRRRRRRRRRRR- - - - - - -

Riresistents; |: intermedisrio; §; sensivel

A monitoracdo periodica da carga
bacteriana do sémen, imediatamente
apos a colheita e em diferentes periodos
do processamento e conservagcdo do
ejaculado, é um procedimento
recomendado para avaliagdo do grau de
contaminacgao nas centrais de
inseminacdo artificial, indicando a
necessidade de mudancas ou corre¢ao
dos procedimentos adotados (Althouse
e Lu, 2005). Embora ndo existam
padrées que indiquem niveis maximos
aceitaveis para a carga de
contaminantes do sémen ao longo do
tempo, cada central de inseminacéo
artificial pode reconhecer a microbiota
predominante e estabelecer seus
proprios parametros para a monitoria da
qualidade higiénica do trabalho (Bianchi
et al.,2007). Goldberg et al. 2009,
realizaram um estudo onde demonstrou
que O numero maximo aceitavel de
contaminantes no sémen suino é de
300 UFC por mL, para evitar o
comprometimento do mesmo, no
entanto a maioria das amostras de
sémen analisadas nesse estudo
mostram-se com uma carga bacteriana
elevada ao valor indicado.

Dentre 0s géneros bacterianos
isolados a bactéria que se mostrou mais
sensivel aos antibitticos testados foi 0
Campylobacter sp., porém nédo houve
grande frequéncia de isolamento desse
género bacteriano. Shigella sp. e

perfil de resistencia dos agentes isolados

Stenotrofomonas sp. mostraram-se
resistentes a todos o0s antibidticos
testados, no entanto a quantidade de
isolamento nas diferentes amostras n&o
foi frequente. Os géneros mais isolados
como Staphylococcus sp., Escherichia
coli e Pseudomonas sp., apresentaram
resultados diferentes em relacdo a sua
sensibilidade. Staphylococcus  sp.
apresentou sensibilidade frente a
diferentes tipos de antibidticos, o que
facilita a obtencdo de  doses
inseminantes livres de contaminacao
bacteriana. No entanto Escherichia coli
e Pseudomonas sp. apresentaram um

grande nivel de resisténcia aos
antibidticos testados, isso certamente
dificulta a obtencdo de doses

inseminantes livres de contaminacao
bacteriana. Corréa et al., 2001, citam
gue os antibidticos mais utilizados na
preparacdo de doses inseminantes sao:
gentamicina, penicilina/estreptomicina e
lincomicina, no entanto Escherichia coli
e Pseudomonas sp., bactérias isoladas
com maior frequéncia, apresentaram-se
resistentes a esses antibioticos.

CONCLUSAO
Houve isolamento de diferentes

géneros bacterianos nas trés centrais de
inseminacao artificial nas quais foram

colhidas as amostras. O género
bacteriano isolado com maior
frequéncia, que  mostrou  maior
sensibilidade frente aos diferentes

antibidticos testados foi Staphylococcus
sp., 0S que apresentaram maior
resisténcia aos antibiéticos testados
foram Escherichia coli e Pseudomonas
sp. Nao foi observado relagcdo entre o
namero de unidades formadoras de
colénia por mL com alteracbes na
morfologia espermatica, concentragcao e
motilidade. Foi observado um efeito
deletério na motilidade dos
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espermatozoides em amostras que
foram isoladas Staphylococcus sp.
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