N

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA

EFEITO DE ANTIBACTERIANOS NA QUALIDADE ESPERMATICA E NA

MICROBIOTA DO SEMEN OVINO

GABRIELA DE OLIVEIRA FERNANDES

DISSERTACAO DE MESTRADO EM CIENCIAS ANIMAIS

PUBLICACAO: 67/2012

BRASILIA/DF
ABRIL DE 2012



N

UNIVERSIDADE DE BRASILIA

FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA

EFEITO DE ANTIBACTERIANOS NA QUALIDADE ESPERMATICA
MICROBIOTA DO SEMEN OVINO

Aluno: Gabriela de Oliveira Fernandes

Orientador: Prof. Dr. Jairo Pereira Neves

DISSERTACAO DE MESTRADO EM CIENCIAS ANIMAIS

PUBLICACAO: 67/2012

BRASILIA/DF
ABRIL DE 2012

E NA



REFERENCIA BIBLIOGRAFICA E CATALOGACAO

FERNANDES, G.OEfeito de antibacterianos na qualidade espermatica
na microbiota do sémen ovinoBrasilia: Faculdade de Agronomia e Medicina Vetain,
Universidade de Brasilia, 2012, 75p. Dissertacablestrado.

Documento formal, autorizando a reproducao
desta dissertacdo de Mestrado para empréstimo ou
comercializagao, exclusivamente para fins acadé&nitm
passado pela autora a Universidade de Brasiliaha-s&
arquivado na Secretaria do Programa. A autora ew S
orientador reservam para si 0s outros direitosraigode
publicagdo. Nenhuma parte desta dissertacdo derddest
pode ser reproduzida sem a autorizacdo por eslaitutora
ou de seu orientador. CitacOes sédo estimuladasle dgse
citadas as fontes.

FICHA CATALOGRAFICA

FERNANDES, G. O. Efeito de antibacterianos na qualidade

espermatica e na microbiota do sémen ovin®&rasilia: Faculdadg

D

de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade Brasilia,
2012, 75p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Amsimat
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria davéisidade de
Brasilia, 2012.




UNIVERSIDADE DE BRASILIA )
FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA

EFEITO DE ANTIBACTERIANOS NA QUALIDADE ESPERMATICA ENA
MICROBIOTA DO SEMEN OVINO

GABRIELA DE OLIVEIRA FERNANDES

DISSERTACAO DE MESTRADO
SUBMETIDA AO PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM CIENCIAS ANIMAIS,
COMO PARTE DOS REQUISITOS
NECESSARIOS A OBTENCAO DO GRAU DE
MESTRE EM CIENCIAS ANIMAIS.

APROVADA POR

JAIRO PEREIRA NEVES, Doutor (UnB)
(ORIENTADOR)

IVO PIVATO, Doutor (UnB)
(MEMBRO INTERNO)

RAFAEL GIANELLA MONDADORI, Doutor (UFPel)
(MEMBRO EXTERNO)

BRASILIA/DF, 25 de Abril de 2012



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais Neusa Oliveira e Ivan Fdasan

Ao meu irmdo Gustavo Fernandes e aos demais &meslique sempre acreditaram e
torceram pelo meu sucesso e crescimento profidsiona

Ao meu orientador e amigo Professor Dr. Jairo iRefdeves que acreditou no meu
trabalho, muito obrigada por essa oportunidade éamad, pelas conversas, aprendizado e
conselhos dados durante este periodo;

Aos amigos de poés-graduacdo Diogo Leal, DarlianstrGae Nathalia Hack pelo
convivio, amizade e ajuda durante os experimentos.

Ao amigo e colega Thiago da Silva pela sua fundaémhemjuda para o
desenvolvimento deste trabalho, pela amizade eidondurante esses anos, 0 meu sincero
agradecimento.

Ao pessoal do Laboratdrio de Microbiologia Veteriadda UnB, pela ajuda no
desenvolvimento do trabalho, em especial a Profasfya. Simone Perecmanis que
disponibilizou o uso da estrutura e equipamentosealplaboratério para o desenvolvimento
deste trabalho.

Aos pesquisadores e funcionarios da Fazenda ExpetéinSucupira pertencente a
EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, em @apao pesquisador Dr. Alexandre
Floriani Ramos pela sua disponibilidade e colallwagara a efetuacédo deste trabalho e
também a pesquisadora Dra. Margot Alves Nunes [Opmde disponibilizacdo do uso do
laborat6rio e sugestbes experimentais;

A professora Dra. Concepta McManus pela dispodiule e ajuda na realizacao das
analises estatisticas.

A familia Manzoni por serem minha familia em Briasitlando total apoio e carinho
nesse momento da minha vida académica, estandenpFesm todos 0s momentos, 0 meu
muito obrigada,;

A familia Carvalho pela amizade, carinho e comméemessa etapa de minha vida;

Ao programa de pos-graduacdo da UnB (Ciéncias as)inpela oportunidade, a
CAPES pela bolsa de estudo e ao CNPqg pelo auxilendeiro para desenvolver este

trabalho.



INDICE

Vi

Pagina

RESUMO VI
ABSTRACT X
LISTA DE TABELAS Xl

LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIAQ@ES XIII
CAPITULO 1 1
1 INTRODUCAO 2
1.1 Objetivo Geral 2

1.2 Objetivos Especificos 4

1.3 Hipoteses 4

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA 5
2.1 Bactérias presentes no sémen 5
2.2 Controle do crescimento bacteriano 6
2.3 Efeito das bactérias nas células espamsat 8
2.4 Avaliagbes do sémen 8
2.5 Processo de criopreservacdo do sémen 9
2.6Avaliacdo da membrana plasmatica 9

3 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 11
CAPITULO 2 15
1 RESUMO 16
2 ABSTRACT 17
3 INTRODUCAO 18
4 MATERIAIS E METODOS 20
4.1 Periodo experimental e local do experimen 20
4.2 Animais experimentais 20
4.3 Coleta do Sémen 20
4.4 Anélise do sémen 21
4.5 Andlise bacterioldgica 21
4.6 Analise estatistica 22

5 RESULTADOS 23
6 DISCUSSAO 26
7 CONCLUSOES 29
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 30
CAPITULO 3 32
1 RESUMO 33
2 ABSTRACT 34
3 INTRODUCAO 35
4 MATERIAL E METODOS 37
4.1 Periodo experimental e local do experimen 37
4.2 Animais experimentais 37
4.3 Coleta do sémen 38
4.4 Andlise bacterioldgica 38
4.5 Analise do sémen 38
4.5.1 Processo de criopreservacao meisé 39

4.5.2 Descongelamento das amostras 39




Vi

4.5.3 Avaliacao das amostras descodgsla 39

4.6 Analise estatistica 40

5 RESULTADOS 41
6 DISCUSSAO 42
7 CONCLUSOES 44
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 45
CAPITULO 4 48
1 RESUMO 48
2 ABSTRACT 49
3 INTRODUCAO 50
4 MATERIAIS E METODOS 52
4.1 Periodo experimental e local do experimen 52
4.2 Animais experimentais 52
4.3 Coleta do sémen 52
4.4 Andlise bacterioldgica 53
4.5 Analise do sémen 53
4.5.1 Processo de criopreservacdo do sémen 54
4.5.2 Descongelamento das amostras 54
4.5.3 Avaliagcdo das amostras descongeladas 54
4.6 Andlise estatistica 55
5 RESULTADOS 56
6 DISCUSSAO 57
7 CONCLUSOES 59
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 60
CAPITULO 5 - CONSIDERACOES FINAIS 62




viii

RESUMO

Diversas bactérias sao identificadas nas amose&as€ihen ovino e algumas
podem apresentar efeitos negativos na sua qualides@m, os objetivos deste trabalho
foram: identificar e quantificar a microbiota dars fresco ovino, avaliar o uso prévio do
higienizante Kilol-1° e testar a sensibilidade das cepas bacteriana® fa® antibiograma;
avaliar o efeito do uso dos antibidticos ceftiodugentamicina, em diferentes concentragdes,
no meio diluidor TRIS-gema-glicerol, nos parametrde avaliagdo do sémen e da
contaminagdo bacteriana; avaliar o efeito da adigidiferentes antibioticos e combinagdes
no meio de criopreservacao do sémen, avaliand@aldgde e viabilidade do mesmo antes e
depois da criopreservacao. Napitulo 2foram avaliados 24 ovinos machos da raca Santa
Inés, aptos a reproducédo, sendo eles agrupado®isngrdpos de sistemas de criacdo, um a
pasto (n=12) e outro em confinamento (n=12). Osltados microbiolégicos indicaram que
do total de 120 ejaculados, 99 tiveram cresciméatteriano correspondendo a 82,5% das
amostras. Os géneros bacterianos mais isoladas Baaillus spp. Corynebacterium spp.
Escherichia coli Listeria spp, Staphylococcus spg Streptococcus spos antibidticos
testados, a gentamicina foi 100% eficaz @@aaillus spp.e E. coli O Ceftiofur foi eficaz
para todas as bactérias isoladas, exceto com atranwesRodococcus equiO uso do
antisséptico Kilol-{° na concentracédo 1:250 reduziu o nimero de unidimigsdoras de
colénias (UFC/ml) do ejaculado sem prejudicar aliqade seminal. Naapitulo 3,foram
selecionados dois grupos: ceftiofur e gentamidds tratamentos do grupo ceftiofur foram:
sem antibioticos, 10pug/ml, 25ug/ml, 50ug/ml e 106Mhge os tratamentos do grupo
gentamicina foram: sem antibidtico, 50ug/ml, 100pigR250ug/ml e 500ug/ml. Nao houve
diferenca entre os tratamentos nos dois grupostguamotilidade espermética, isolamento
bacteriano e UFC/ml. A utilizacdo dos antibiétiameftiofur e gentamicina, em diferentes
concentracbes no meio de criopreservacdo, naoirdiferdo meio sem antibiético nos

parametros seminais e bacterioldgicos. ddpitulo 4,foi analisado o efeito da adicdo de
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diferentes antibidticos na criopreservacdo de séoméno, avaliando-se a qualidade e
viabilidade antes e depois da criopreservacao.j&silados foram submetidos aos seguintes
tratamentos: sem antibidtico, associacdo de paraedstreptomicina (100.000UI-100mg/ml),
ceftiofur (10ug/ml), gentamicina (50pg/ml) e a a&s30do de gentamicina-tilosina-
lincomicina-espectinomicina (250-50-150-300pg/miDs  tratamentos utilizados néo
apresentaram diferenca (p>0,05) quando comparagios ec quantidade total de bactérias
presentes, cepas bacterianas isoladas e motilidaslecélulas espermaticas. Os principais
géneros bacterianos isolados forBatillus spp, Corynebacterium sppStaphylococcus spp
e Streptococcus spf ais resultados indicam que a adicdo de antdw$thdo € necessaria, no
meio diluidor, quando medidas higiénicas e de a&ssepdo previamente utilizadas ao

processo de criopreservacao do sémen ovino.

Palavras-chave:Antibioticos; bactérias; criopreservacao; ovin@nsen.



ABSTRACT

Several bacteria are identified in semen sampldssame present a negative
effect on their quality. The objectives of this dfuwere to identify and quantify the fresh
semen sheep microbiota, evaluating the previousafisganitizing Kilol-L® and test the
bacterial strains against antibiogram; evaluateettfect of antibiotic therapy with ceftiofur
and gentamicin, in different concentrations in thie@ter medium with tris-gem-glycerol, in
parameter of semen evaluation and bacterial conttion; evaluate the effect of addition
different antibiotics and combinations in the sensgyopreservation medium, assessing the
quality and viability of the sample before and afteyopreservation. In chapter 2 were
evaluated 24 Santa Inés male sheep, able to regpdund they were grouped into two
breeding systems, one on pasture (n = 12) and encdmfined (n = 12). The microbiological
results indicated that the total of 120 ejacula®&shad bacterial growth representing 82.5%
of the samples. The most frequently isolated bedtegenus wereBacillus spp,
Corynebacterium sppEscherichia coliListeria spp, Staphylococcus spandStreptococcus
spp Both antibiotics tested, gentamicin was 100%atiffe for Bacillus spp. and E. coli. The
Ceftiofur was effective for all isolates, exceptiwthe sample Rodococcus equi. The use of
antiseptic Kilol-L® at a concentration of 1:250 reduced the numbemwtfny forming units
(CFU/mI) of the ejaculate without affecting the sanguality. In chapter 3, we selected two
groups: ceftiofur and gentamicin. The ceftiofuratraents groups were: without antibiotics,
10ug/ml, 25ug/ml, 5Qug/ml and 10Qg/ml, and gentamicin treatments group were: without
antibiotic, 5Qug/ml, 10Qug/ml, 25Qug/ml and 50Qg / ml. There was no difference between
treatments in the two groups in terms of sperm lihgtbacterial isolation and CFU/ml. The
use of the ceftiofur antibiotic and gentamicin aiffedlent concentrations in the
cryopreservation medium not differ from the antilwdree medium in semen and
bacteriological parameters. In chapter 4, we armayhe effect of different antibiotic addition

in the cryopreservation of ram semen, evaluatireggbality and viability before and after



Xi

cryopreservation. The ejaculates were submittetheéofollowing treatments: no antibiotic,
combination of penicillin-streptomycin  (100.000U0dmg/ml), ceftiofur (1Qg/ml),
gentamicin (5Qg/ml) and combination of gentamicin, tylosin, limeycin-spectinomycin
(250 -50-150-300g/ml). The treatments showed no difference (p>)wten compared with
the total amount of bacteria, bacterial straindaigol and sperm cells motility. The major
bacterial strains isolated weBacillus spp, Corynebacterium sppStaphylococcus spand
Streptococcus spd hese results indicate that the addition of aotiiks is not necessary in the
diluter medium, when hygienic and aseptic measaregreviously used in the sheep semen

cryopreservation process.

Key-words: Antibiotics, bacterial, cryopreservation, sheep esem
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura brasileira encontra-se em expansponcipalmente na
producao de carne, mesmo com o0 crescimento dag&odupais ainda importa grande parte
de produtos para abastecer seu mercado internaddev essa crescente demanda o0s
rebanhos brasileiros continuam a ser exploradasogeccamente, com utilizacao crescente de
técnicas de manejo que visam o aumento da prodadei

Para atender essa demanda, dentre as biotecrsoldgiareproducdo, a
criopreservacédo do sémen como uma etapa da |.Aseetornando uma tecnologia de mais
facil acesso pelo criador (Maxwell & Watson, 199)criopreservacdo do sémen ovino vem
ganhando destaque, por proporcionar uma melhdazagéo dos reprodutores, beneficiando a
reproducdo de animais de importancia no setor aguapio e de caracteristicas desejaveis de
producdo. Entretanto a criopreservagdo ainda € nogepso em que mesmo utilizando os
atuais protocolos parte das células espermatiaasatifevivem, resultando em uma marcante
reducao na fertilidade (Valcarcel et al., 1997)nAtilidade espermatica €, ainda, considerada
como um dos principais parametros de avaliacaomgib espermatica.

A qualidade do ejaculado, pode limitar o sucespootivo de um reprodutor
(Skau & Folstad, 2003). Estas bactérias podemragrdas da monta natural ou I.A, podendo
também prejudicar a funcéo reprodutiva da fémeal(@i et al., 2001). A maior parte da
contaminacdo geralmente é oriunda do sistema wjngendo as infecgdes geniturinarias
responsaveis por 15% dos casos de infertilidadenaahos (Pellati et al., 2008).

A gqualidade do sémen e a presenca de bactériaspéaie bovina sdo mais
conhecidas, tanto que a adicdo de antibidticosdilaentes é realizada com a tradicional
associacao penicilina-estreptomicina, apds Almaqeisal. (1949), comprovarem que essa
associagdo tem uma atividade antibacteriana eficar pouco efeito toxico (Andrabi et al.,
2001).

Os principais géneros bacterianos isolados nosilag@as de diversas espécies

saoBacillus spp, Staphylococcus sppCorynebacterium sppStreptococcus spKlebsiella



peneumonigePseudomonas spEnterobacter cloacaeShigella sonngiMicrococcus spp
Actinobacillus semini® Escherichia coli(Derivaux, 1967; Raghavan et al., 1971; Coelho,
1976; Rodrigues et al., 1999; Yaniz et al.,, 201D)principal efeito, negativo, que estes
micro-organismos causam na qualidade do sémen éandmetro da motilidade dos
espermatozoides, além de comprometerem a funcamssacnal e danos ultraestruturais
(Diemer et al., 2000).

Sabe-se que mesmo adotando medidas higiénicasdiadiclurante a coleta e o
processamento do sémen, sempre havera a presengarderganismo no ejaculado, tendo
seu potencial desfavoravel para a conservacdordersé eventualmente sobre a fertilidade
(Ramos, 1996; Catena et al., 1999). A ausénciaid®+arganismos no sémen € inalcancavel
tanto pela populacdo de micro-organismos ambiergagnto por patégenos especificos,
sendo eles virais ou bacterianos (Thibier, 2004).

Em carneiros, a coleta de sémen é realizada hhbdnge com a vagina
artificial. A mucosa do pénis e prepucio, o local ableta, os equipamentos utilizados e o
proprio profissional podem estar previamente comtados. Para minimizar esses efeitos,
antibioticos sao adicionados ao diluente (Salamdvagwell, 2000).

Muitos antibidticos possuem efeito negativo pasolarevivéncia espermatica
e a escolha dos principios ativos € limitada. Uttexraativa para a inclusdo de antibiéticos
nos meios de criopreservagdo seria evitar seu ndiscriminado, visto que esta pratica
contribui para o aumento da resisténcia bacterianasmo utilizando uma pequena

quantidade de antibidticos (Morrell & Wallgren, 201

1.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi identificar a miaath do sémen ovino e avaliar

seus efeitos na viabilidade espermatica, bem cawadiar a acdo de antibacterianos.

1.2 Objetivos Especificos

Identificar e quantificar as bactérias presentesémen de carneiros criados

em diferentes sistemas de criacéo;



Testar, in vitro, a sensibilidade das bactérias isoladas frentafeaedtes
antibiéticos;

Verificar o efeito do uso do higienizante Kilof?Lna cavidade prepucial dos
carneiros, e seu efeito no crescimento bacterianmkdade seminal;

Verificar a melhor concentragdo (dose/respostajmibioticos e sua acdo
sobre a célula espermatica;

Identificar a associacado de antibidticos mais eésgpara ser utilizada no meio

diluidor do sémen ovino.

1.3 Hipoteses

Os ejaculados dos carneiros criados em confinamaptesentam um
maior numero de unidades formadoras de colénia (hHCGem relacdo aos carneiros
mantidos a pasto;

A utilizacdo prévia da solucdo de KilofLna cavidade prepucial ira
reduzir a carga bacteriana em carneiros criadogrebos os sistemas de criacao;

A associacdo penicilina-estreptomicina é menosaefique as demais

combinacgoes;



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bactérias presentes no sémen

A maioria das bactérias presentes no ejaculadosafmfitas, como as dos
géneros Micrococcus spp Staphylococcus spp Proteus spp Bacillus spp e
Corynebacterium sppe outras que sdo ocasionalmente patogénicas, @wtieomyces
pyogenes bovis, Corynebacterium pyogenes p8taphylococcus aureus, Escherichia @li
Pseudomonas aeuruginosa

Os machos aptos a reproducdo, além dos examesoslirdevem também
submeter-se as analises microbiologicas do sén#m,sd por medida preventiva, como
também para melhorar os indices de fertilidadesbanho, pois € conhecida uma diversidade
de micro-organismos no sémen dos reprodutores fGodl976). Nas diversas espécies
animais, a mucosa prepucial apresenta bactériasngais que sdo normalmente inofensivas
para 0 macho.

Em contraste, as infeccbes uterinas causadas pb&dérias sao
frequentemente associadas com repetidos servigo®aa natural, sendo uma causa comum
de infertilidade adquirida (Jarvinen & Kinyon, 201& bem conhecido o fato de ocorrer
contaminacgao por bactérias que sao transferides m@ichos e fémeas durante o coito e essas
bactérias podem causar infeccdo uterina se naonfaantroladas pelos mecanismos de
defesa do organismo (Jarvinen & Kinyon, 2010).

O ejaculado pode ser contaminado por micro-orgargspnesentes no proprio
sémen, por bactérias localizadas na mucosa peaignepucial. A contaminacdo do sémen
pode ocorrer durante o processo da manipulacdoo cexemplo nas instalacdes, nos
equipamentos utilizados, principalmente a mucosiizada na vagina artificial, o copo

coletor, a gema de ovo ou o leite utilizado noiddu As palhetas utilizadas para o envase do



sémen, o nitrogénio liquido utilizado na criopreaeéo e principalmente o profissional sdo

também pontos criticos para contaminacao do sémen.

2.2 Controle do crescimento bacteriano no sémen

A lavagem intraprepucial com produtos antissépti&asalizada nos bovinos,
para reduzir a carga bacteriana prepucial (Rodsigee al., 1999). Para controlar o
crescimento bacteriano, no sémen é utilizada eciagsm de penicilina-estreptomicina nos
diluidores do sémen bovino e bubalino.

A LA é considerada mundialmente como um meio efipara prevenir e
controlar a transmissdo de doencas venéreas, anartiesnpo em que permite a troca de
material genético superior. Cabem as boas pratigascedimentos especificos da producao
de sémen para minimizar o nivel de contaminacasémoen pelos micro-organismos, com
iSso, 0s consumidores esperam que as centraisAderdduzam e comercializem sémen
congelado livre de contaminantes (Bartlett etl#l76).

Os antibidticos podem ser utilizados profilaticateentanto na medicina
veterinaria quanto na humana, para prevenir dodmgeterianas, como o0 uso de antibiéticos
no diluidor de sémen durante a preparacao das gasas |.A, com o objetivo de controlar o
crescimento de bactérias que estdo presentes culagja (Morrell & Wallgren, 2011). Os
antimicrobianos sdo componentes utilizados pardaraan a contaminacdo de bactérias
patogénicas e oportunistas no sémen de diferesigécies. Dependendo da escolha do
antibiotico e do tipo de bactéria existente, o kmat microbioldgico apresenta limitagdes
(Althouse et al., 2010).

A crescente resisténcia bacteriana aos antibiotieggssita de mais estudos.
N&o ha nenhum procedimento ou antisséptico univeesa combater de modo absoluto a
contaminacdo por bactérias (Bielanski, 2007). Afgucomponentes terapéuticos ou
antissépticos somente sao efetivos contra um detadm tipo de micro-organismo, por
exemplo, antibidticos para bactérias, mas ndo piws, assim como lavagens de tripsina
para os virus. Outros procedimentos, como lavagedsm ser efetivas contra um grupo ou
ambos. Alguns desses procedimentos podem nao remowe inativar o0 agente
completamente, porém reduzem a carga microbiamdafiiki, 2007).

Em geral, qualquer agente ou combinagcao de agadie®nados a diluentes
de sémen, com a proposta de suprimir o0 crescimemtyobiano deve ter algumas

caracteristicas como ser efetivos contra micro+osgaos na concentracao ideal, ndo serem



toxicos ao sémen em relacdo a sua fertilidade bilidade, ndo interagir de forma
desfavoravel com outras substancias presentes ioadinedor (Bielanski, 2007).

Micro-organismos ambientais podem contribuir paracamtaminacdo do
sémen, da mesma forma que as bactérias saprofitaprepucio, do macho higido,
compreendem diversas espécies que podem se asmw@émen, algumas dessas podem se
comportar como bactérias oportunistBsgudomonas aeurugingsa se tornar um risco para
a fémea inseminada. Também se deve mencionar géenen pode ser contaminado por
micro-organismos presentes no nitrogénio liquidangio esse é criopreservado em palhetas
mal vedadas ou pela passagem das células espeasnpéio epididimo, ducto deferente e
uretra (Russell et al., 1997; Brock, 1998; Schie®898; Bielanski et al., 2000; Bielanski,
2007).

Almquist et al. (1949), foram os primeiros pesqdisas a proporem que
contaminantes bacterianos no sémen de bovinos,dees controlados pela adicdo de
antibioticos. Os primeiros experimentos mostraram g penicilina, a estreptomicina e a
polimixina isoladamente néo foram eficazes pardrotar o crescimento bacteriano, porém
nao apresentaram efeito adverso na viabilidadermegpea. Além disso, a adicdo de
antibioticos e sulfanilamidas no sémen de tourom baixa fertilidade aumentou a taxa de
concepgao em 10-15% (Foote & Bratton, 1950).

Nos ultimos anos, inimeros antibiéticos tém sidaliados para determinar
seu efeito nas doses de sémen de touros. Valdtaespae diversos antibiéticos, como por
exemplo, a flurofamide, a aureomicina e a oxitétlaa e particularmente agentes fungicos
como anfotericina B, nistatina, micostatina saeasridas (Eaglesome et al., 1992).

O efeito inibitério do glicerol na atividade antiica na criopreservagédo tem
sido relatado (Eaglesome et al., 1992). Esta obgéor resultou na pratica de adicionar
antibioticos no sémen de carneiros na porcao séargl, com o objetivo de melhorar o
controle de Micoplasma, Ureaplasntdgaemophilus somnus C. fetus subsp. venerali®
tratamento comumente consta de uma associagao ndangena, tilosina, lincomicina e
espectinomicina.

O sémen de suinos requer atencao especial no leonrorobiolégico, pois
frequentemente permanece armazenado no diluentatpaete dias antes da sua utilizagao
para a I.A. A bacteriospermia em suinos € comumamtentrada e pode afetar a qualidade
espermatica. A adicdo adequada de antibioticosopgal a viabilidade e fertilidade dos
espermatozoides. As classes mais utilizadas déi@itos no sémen de suinos sao os

aminoglicosideodi-lactamicos, lincosamidas e macrolideos. (Althausel, 2005).



2.3 Efeito das bactérias nas células espermaticas

Muitos estudos tratam sobre o impacto da infecgitrato genital de machos
reprodutores, entretanto, ainda existem contreagisdbre o efeito das bactérias na qualidade
do ejaculado (Haidl, 1990). Segundo Sanocka ef28D3), aE. coli, U. urealyticume S.
aureus influenciam negativamente a qualidade do sémarfegtilidade dos machos. Esses
micro-organismos no trato genital do macho induestnesse oxidativo e atraem citoquinas
pré-inflamatorias.

Segundo Diemer et al. (2003),E& coli é a principal bactéria que interfere na
motilidade das células espermaticas e que linfécgomondcitos ndo tem efeito neste
parametro. Outros autores mostram por microscdptadaica a multipla adeséo da coli
nas células esperméticas, causando danos ulttaesisue na morfologia da célula
espermédtica. Bartoov et al. (1991), sugerem queopulpcdo deE. coli possui certas
propriedades de viruléncia com potencial de adexicélula espermatica e colonizar outros
tecidos alvos do trato genital masculino.

Estudos em suinos mostram que a presenda dali isolada ou com outra
bactéria gram negativa tem uma influéncia impoetana aglutinacdo do sémen do
espermatozoide suino, afetando negativamente oroudeeleitbes nascidos (Martin et al.
2010).

Poucos estudos sobre o efeito da bactéria na cédgarmética, na espécie
ovina, sao descritos na literatura. Madeira (20b)pu do sémen de reprodutores ovinos da
raca Crioula Lanada, os géneros bacteriardgphylococcus spp Klebisiella spp,
Corynebacterium sppe Bacillus spp Neste estudo o uso da enrofloxacina e a assocta
gentamicina-tilosina-lincomicina-espectinomicinaaim eficazes frente as bactérias isoladas,
mas a enrofloxacina quando utilizada em altas cdrexgbes reduziu a motilidade das células

espermaticas.

2.4 Avaliagbes do sémen

A analise de rotina de uma partida de sémen censiat avaliacdo da
motilidade, morfologia e concentracdo dos esperndédes. A motilidade € a avaliacdo do
movimento cinético das células espermaticas, parlsed estimada subjetivamente ou pelo
sistema de analise computadorizada (CASA), sendoesiltado expresso em percentagem
total de espermatozoides moveis. Atualmente ors&stEASA tem sido utilizado para obter

uma avaliacdo mais precisa e objetiva da cinétisaedpermatozoéides (Mortimer, 1997). A



motilidade é o parametro avaliado de forma rotmetom a intencdo de ser correlacionada
com a fertilidade, mas sabe-se que o somatorio vddiagdes de outras caracteristicas
espermaticas podem predizer a real fertilidadecdagas espermaticas (Chacoén et al., 2001),
visto quein vivo as células espermaticas ainda passam pelo prodesspacitacdo e reacao

acrossbmica, ambos necessarios para a fecunda@rdan et al., 1994).

2.5 Processo de criopreservacdo do sémen

O processo de criopreservacao causa danos naascefylermaticas, sendo que
a queda na motilidade apds esse processamentoitévelcemas seu mecanismo ainda é
desconhecido. Maxwell & Watson (1996), sugerem gueiopreservacao seleciona apenas
algumas células viaveis, restando uma pequenaggjlporém fertil.

Segundo Celeghini (2005), as mudancas morfologittes espermatozoides
ocorrem devido as alteracdes na temperatura e melasdade do meio, alterando a
composicao dos lipideos das membranas celulareentéduo processo de criopreservacao. As
mudancas ocorridas nas membranas durante a ceopmedo causam danos a motilidade,

além de danos bioquimicos e na sua estrutura (Mb&Aatson, 1996).

2.6 Avaliacdo da membrana plasmética

A avaliacdo da estrutura e funcionalidade da imedge da membrana
espermatica € importante para predizer a viabiidad capacidade fertilizante dos
espermatozoides (Vazquéz et al.,, 1997). Estudosranogjue se as membranas estiverem
intactas, mas biologicamente inativas, a fecundaé@oocorrera (Tartoglioni & Ritta, 2004).
As membranas plasmaticas s@o responsaveis peloisracade manutencdo de gradiente do
equilibrio osmatico, no qual qualquer dano estaltleva a quebra da homeostase seguido de
morte celular. Por esse motivo, a integridade denlpnana plasmatica € fundamental para a
sobrevivéncia dos espermatozoides e para a madotethg sua capacidade fertilizante
(Celeghini, 2005).

O tradicional método de avaliacdo da integridadenéanbrana plasmatica é
realizado por esfregacos corados com corante dtadraosina (1%)-nigrosina (5%), na
proporcao 1:1 (sémen: corante), sendo a laminala@aontadas 200 células. Seu resultado é
dado pela propor¢cdo de vivos e mortos, sendo asrragpozoides mortos corados, pois o

corante penetra na membrana plasmatica lesada-sdigos acidos nucléicos. (Swanson &
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Bearden, 1951). No entanto este teste mensuraratueat e ndo a funcionalidade das
membranas plasméticas dos espermatozoides.

Por isso, para avaliar a funcionalidade da membialaamatica o teste
hiposmotico (HOST) é realizado, pois nas célulapemsaticas com as membranas
bioquimicamente ativas havera a entrada de aguquatétinja seu equilibrio osmotico. Por
esse motivo, a membrana plasmatica se expande. Gomeembrana da cauda dos
espermatozoides sao mais frageis do que a regidabaga, os flagelos tem a capacidade de
dobrarem/enrolarem, indicando que as membranas neappse integras e com

funcionalidade (Jeyendran et al., 1984; Fuse £1993; Vasquez et al., 1997).
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CAPITULO 2

Identificacdo de bactérias presentes no sémen demos em diferentes sistemas de
criacdo e o efeito do uso de Kilol-E sobre as bactérias e parametros espermaticos.
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1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi identificar e quan#éf as bactérias do sémen
fresco ovino, avaliar o uso do higienizante Kil§l-bntes da coleta do sémen e testar a
sensibilidade das cepas bacterianas frente aoi@rama. Foram selecionados 24 ovinos
machos, clinicamente sadios, com idade média ded, aptos a reproducdo, da raga Santa
Inés, sendo eles agrupados em dois sistemas dgaria pasto (n=12) e confinamento
(n=12). Os resultados microbioldgicos indicaram daoeotal de 120 ejaculados, 99 tiveram
crescimento bacteriano correspondendo a 82,5% dasstaas. Os géneros bacterianos
isolados com maior frequéncia forétaphylococcus spBacillus spp Streptococcus spp
Corynebacterium spp Listeria spp. e Escherichia coli Dos antibioticos testados, a
amicacina e a gentamicina foram 100% eficaz aeaillus spp.e E. coli. O ceftiofur foi
efetivo para todas as bactérias isoladas, excé&todmcoccus equiOs Streptococcus spp
foram todos sensiveis a ampicilina e eritromicinaseStaphylococcus spgoram todos
sensiveis a gentamicina. @orynebacterium sppforam sensiveis a todos os antibioticos
testados. O uso do antisséptico Kil§l+ha concentracéo 1:250 reduziu o nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC/ml) do ejaculado segjpudicar a qualidade seminal. Esses
resultados indicam que a utilizacdo do higienizagitel-L ® é recomendado antes da coleta
do sémen, para reduzir a quantidade bacteriangagal@&do. Dos antibidticos testados, o
ceftiofur e gentamicina foram os mais efetivos tieeds cepas bacterianas isoladas, mostrando
que a utilizagdo desses no meio diluidor do sénv@ma uma alternativa para controlar o

crescimento bacteriano.

Palavras-chave:Bactérias; higienizante; sémen; sensibilidade



17

2 ABSTRACT

The objective of this study was to identify and wpifg bacterial from fresh
sheep semen, evaluate the use of sanitizing Kitopior to semen collection and test the
sensitivity of bacterial strains against antibistitVere selected 24 Santa Inés rams clinically
healthy, with 4 years old, able to reproduce, dmel/twere grouped into two systems: on
pasture (n=12) and confined (n=12). The microbimalgresults indicated that the total of 120
ejaculates, 99 had bacterial growth representin§%82f the samples. The most frequently
isolated bacteria werBacillus spp, Corynebacterium sppEscherichia coli Listeria spp,
Staphylococcus sppand Streptococcus sppkErom the tested antibiotics, amicacin and
gentamicin were 100% effective fBacillus spp.andE. Coli. Ceftiofur was effective for all
isolates except fdRodococcus equilrheStreptococcus sppvere all susceptible to ampicillin
and erythromycin andStaphylococcus sppwere all sensitive to gentamycin. The
Corynebacterium sppvere sensitive to all antibiotics tested. The afsantiseptic Kilol-L® at
a concentration of 1:250 reduced the number of @olborming Units (CFU/mL) from
ejaculate without damage in the semen quality. &@mesults indicated the use of sanitizer is
recommended prior to semen collection, to redueeamount of bacterial presents in the
ejaculate. From the tested antibiotics, ceftiofnd gentamicin were more effective against
the isolated bacterial strains, showing that the ofram diluter medium is effective in

controlling bacterial growth.

Key-Words: Bacterial; sanitizer; semen; sensitivity.
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3 INTRODUCAO

Os micro-organismos sao contaminantes importantesmiiitos fluidos
organicos, incluindo o sémen de animais e humahantaminacdo microbiolégica é um
importante parametro a ser considerado no contlelequalidade do sémen tanto para
inseminacao artificial (I.A) quanto para sistemasnbnta natural (Martin et al., 2010).

Existem duas principais fontes de contaminacdo redmuma de origem do
doador e outra de origem diversa. A primeira patesginada das fezes, fluidos prepuciais,
secrecdes respiratorias, pele, pelos e contamirmagéana, ja a segunda pode provir da agua,
copos coletores, equipamentos e deficientes coesligé higiene (Althouse & Lu, 2005).

Em machos mamiferos, a uretra é parte comum denmsstirinario e genital,
consequentemente a contaminacdo do sémen, podeigegarode ambos o0s sistemas.
Bactérias infectando o trato urinario expressanorégt de viruléncia que permitem a
colonizagdo, dano tecidual, provocando bacteri@saintomatica, cistite ou pielonefrite
(Johnson, 1991).

Ao longo dos anos, pesquisas vém sendo realizastasgentificar os agentes
gue podem ser transmitidos através do sémen, assita 0s pontos criticos da producéo do
mesmo. Dessa maneira, 0 sémen utilizado na |.Ade&ie oferecer riscos de transmisséo de
enfermidades, mas mesmo com as centrais de |.Aardiotsistematicamente medidas
higiénicas para a manipulacéo e preparo do sémgresanca de bactérias nao sera evitada,
mesmo que sejam utilizados antibioticos no meiaidir (Jiménes & Robayo, 2004;
Althouse & Lu, 2005).

Segundo Diemer et al. (1996), os micro-organisnens éfeito deletério na
funcdo espermatica, tanto diretamente alterandstratera destas células como afetando a
motilidade ou promovendo uma reacdo acrossomatiemngiura e indiretamente por
estimular a producdo de anticorpos. A interacadobdetéria Escherichia colicom os

espermatozoides tem sido estudada em todas asesspgroux et al., 1991), pois sabe-se
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gue ela possui efeito espermicida, além de prowaradecréscimo na motilidade das células
esperméaticas e também de aumentar a aglutinacacetldas espermaticas, interferindo na
longevidade espermatica e na fertilidade do rebanho

A motilidade progressiva € um importante paramateo avaliagdo dos
espermatozoides, pois € um indicativo da sua d#di, a qual esta diretamente relacionada
com sua viabilidade (Flowers, 1996). A aglutinagias células esperméticas tem sido
correlacionada com a alta incidéncia de contammdigicteriana. Apesar da existéncia de
novos e potentes antibioticos a resisténcia aosnoedem sido observada nas diferentes
amostras de sémen de varias espécies.

Este trabalho teve por objetivo identificar e difebar as bactérias e os
parametros espermaticos do sémen de ovinos fresaatidos em sistemas a pasto e
confinamento, além de avaliar o uso do Kil§l-{Quinabra, S&o Paulo, Brasil) na cavidade
prepucial, antes da coleta do sémen e verificanaililidade das cepas bacterianas, isoladas

frente ao antibiograma.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Periodo experimental e local do experimento

O experimento foi realizado na Fazenda Experimedt@upira pertencente a
EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia e no okatidrio de Microbiologia
Veterinaria pertencente a UnB, ambos localizadosBeasilia-DF, durante os meses de
janeiro a maio de 2011.

4.2 Animais experimentais

Foram selecionados 24 ovinos machos, clinicameatios, com escore
corporeo 3 (1-5), com idade média de 4 anos, aptaosproducdo com caracteristicas
espermaticas acima dos padrbes minimos preconizpdds Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal — CBRA (1998), da raca Santa énékjados na Fazenda Experimental
Sucupira.

Para a realizacdo do experimento os animais forsimbdiidos em dois grupos
de 12, sendo um grupo em sistema de confinamegt@aéal libitum feno Tifton, silagem de
milho, sal mineral e racdo Sufirpara ovinos) e o outro grupo a pasto (pastagetoriif
silagem de milho, sal mineral e 4gaa libitum). Todos os animais foram coletados

quinzenalmente até completarem cinco repeticdes.

4.3 Coleta do sémen

No total foram coletados 120 ejaculados, 60 dosaisi confinados e 60 dos
animais a pasto, pelo método de vagina artifidétabbs & Maxwell, 1987). Todo o material
utilizado para a coleta foi previamente esteril@ad

Nas duas primeiras coletas de todos os carneirosdiizada uma higienizacéo

do prepucio externamente utilizando solucéo sdli®& e sabdo neutro e nas trés ultimas,
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com auxilio de uma piceta, foi utilizado, o higmite, Kilol-L® (Quinabra, Sdo Paulo,
Brasil) na cavidade prepucial, na concentracaoQl:@anforme recomendado pelo fabricante.
Cada ejaculado foi separado em duas aliquotaspanasa analise do sémen e

outra para avaliacdo bacteriana.

4.4 Andlise do sémen

Os parametros seminais avaliados foram: volume,ilidaate, vigor e
concentracéo.

- O volume foi observado pela marcacdo do copotaoleexpresso em
mililitros (ml). Para a motilidade uma aliquota teul de sémen foi sobreposto a lamina,
coberta por uma laminula, ambas aquecidas previenaef7°C para posterior avaliagdo no
microscépio Optico em um aumento de 200x, sendonadb o percentual de células
espermaticas moveis. O vigor foi avaliado subjetieate juntamente com a motilidade. A
concentracdo foi realizada pela contagem do nurdereespermatozoides na camara de
Neubauer, para isso, o0 sémen foi diluido em soldedfmrmol-salina a 10% na proporc¢éo de
1:400 (20pl de sémen em 8ml de solucgao).

4.5 Analise bacteriolégica

Cada amostra do ejaculado foi colocada individuatmeem um tubo tipo
eppendorfautoclavado e mantida sob refrigeracdo até o leaao de Microbiologia
Veterinaria da UnB para realizacdo da contagem nidades formadoras de colbnia
(UFC/ml) e identificacdo das colbnias bacterianas.

Para a contagem bacteriana total, 100ul do sémenf@iudiluido em 9,9ml de
solucado salina estéril, onde 1ml da diluicdo dastraado sémen foi usada na diluicdo 1/10.
Cada amostra foi distribuida em placas petri paealigdo do agar padrdo para contagem
(PCA, Himedi&) e incubadas a 37°C por 24h.

As amostras do sémen foram semeadas em agar sangoé&% e incubadas
a 37°C por 24 e 48h para verificagdo do crescimbatberiano. Amostras com crescimento
tiveram suas caracteristicas observadas e claskiicem gram positivas ou negativas e se
cocos ou bastonete, pelas caracteristicas mootigt. Testes complementares foram
realizados até a identificacdo da bactéria, pormgke catalase, fermentac&o/oxidacao,

oxidase, descarboxilase, indol, motilidade e urease
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Para a realizacdo do antibiograma, foi utilizadué&iodo de difusé@o por disco,
para isso, as colbnias bacterianas identificadasnfopreviamente inoculadas em caldo
Muller-Hinton (Himedi&) e incubadas a 37°C até atingirem a turbidade, Slel® escala de
McFarland. Apos, um swab estéril foi utilizado paemear na superficie do agar Muller-
Hinton (Himedi&), em placa petri, seguido da distribuicdo dos adisenpregnados de
antibioticos. As placas foram incubadas a 37°Cl@dnoras até sua leitura sendo interpretado
o halo de inibicdo apés esse tempo. As bactérit# doram classificadas em sensiveis,

intermediarias ou resistentes.

4.6 Andlise estatistica

Foi realizado andlise de variancia (ANOVA), com idlaxdo programa
estatistico SAS Statistical Analyses Systemersdo 9.0, 2002), considerando diferenca

estatistica quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

Os resultados microbiolégicos indicaram que dol tdeéa120 ejaculados, 99
tiveram crescimento bacteriano correspondendo #®%82das amostras. As géneros
bacterianos isolados com maior frequéncia fof@atillus spp. Corynebacterium spp.
Escherichia coli, Listeriaspp, Staphylococcus spp Streptococcus spp

No grupo confinado foram isoladas 93 cepas bad@sigenquanto que no
grupo a pasto foram identificadas 39. O géneroebacto mais frequentemente identificado
no grupo confinado foi dacillus spp (23,65%), enquanto nos animais a pasto foi o
Staphylococcus sp46,15%) (Tabela 1).

Houve diferenca (p<0,05) quando comparado o local qgie os animais
estavam alojados com as bactérias isoladas, sarag. goli, Bacillus spp e Listeria spp.
significativos nos animais confinados quando colap@® com 0 grupo a pasto.

Foi realizado antibiograma de todas as bactériastiftcadas totalizando 132
amostras. Dos nove antibidticos testados (Tabelain2yitro, as bactérias foram mais
sensiveis aos antibioticos ceftiofur (98,48%), smguwla gentamicina (93,18%) e menos
sensiveis a penicilina (55,30%).

Dos antibidticos testados a amicacina e a gentamifiram 100% efetivas
paraBacillus sppe Escherichia coliO Ceftiofur foi efetivo para todas as bactérsdadas,
exceto aRodococcus equi.(Btreptococcus spforam sensiveis a ampicilina e eritromicina e
os Staphylococcus spdoram sensiveis a gentamicina. @srynebacterium sppforam
sensiveis a todos os antibidticos testados.

Houve diferenca (p<0,05), entre a contagem bacirimtal e o tipo de
limpeza adotado antes da coleta do sémen tendapw dfilol-L® a menor contagem. N&o
houve diferenca entre os grupos e o tipo de limpepgado antes da coleta do sémen quando
avaliado a motilidade, vigor e concentracdo dasla®lespermaticas. As avaliacdes dos
parametros do sémen fresco estdo expressas na 3abel
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Tabela 1 - Porcentagem das cepas bacterianasasaladsémen de ovinos da raca Santa Inés

criados a pasto e confinados.

Bactérias isoladas Confinado (%) Pasto (%)
Acinetobacter calcoaceticus 3,22 12,82
Bacillus spp. 23,65 2,56
Corynebacterium spp 17,21 12,82
Enterobacter spp. - 2,56
Escherichia coli 9,68 7,70
Listeria spp. 10,75 5,13
Staphylococcus spp. 18,28 46,15
Streptococcus spp 17,21 7,70
Rodococcus equi 2,56

aPletras mintsculas diferentes na mesma linha, Ba(xﬂlas spp, diferem (p<0,05).
“dletras minGsculas diferentes na mesma linha, Bsacaerichia coli diferem (p<0,05).
¢! letras mindsculas diferentes na mesma linha, lpiataria spp, diferem (p<0,05).

Tabela 2 - Antibiograma das 132 cepas bacteriawdasdas do sémen de ovinos da raca Santa

Inés em manejo a pasto e confinados.

Antibidticos Resistente % Intermediario % Sens¥el
Amicacina (30ug) 12,88 0,76 86,36
Ampicilina (10ug) 25,76 3,79 70,45
Ceftiofur (30uQ) 0,76 0,76 98,48
Estreptomicina (10ug) 17,43 6,82 75,75
Eritromicina (15u0) 15,91 12,13 71,96
Gentamicina (10uQ) 4,54 2,28 93,18
Lincomicina (2119) 21,21 0,76 78,03
Penicilina (10ug) 41,66 3,04 55,30

Polimixina B (300u9) 2,28 12,88 84,84
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Tabela 3 — Média das avaliac6es do sémen fresowides da raca Santa Inés, criados a
pasto e confinados.

Confinado Pasto

Sem Kilol-L®  Kilol-L®  Sem Kilol-L® Kilol-L®

UFC/ml 6812,50 4344,4% 4746,66 1651,11

olume (ml) 1,40 1,31 1,05 1,13
Motilidade (%) 66,66 65,55 65,83 65,18
Vigor (1-5) 3,50 3,38 3,25 3,51
Concentracéo (x16/ml)) 2680,00 2981,11 2474,16  2478,52

ab|etras minUsculas diferentes na mesma linha, PEG/mI, diferem (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

A contaminagdo bacteriana do sémen de ovinos odomnante a coleta e seu
processamento. Para minimizar a presenca de lzectéoi ejaculado, a utilizacdo de um
higienizante, como o utilizado neste experimentioltk ®) é recomendado antes da coleta, na
concentracdo 1:250. Neste experimento obteve-sesigndicancia (p<0,05) na reducéo de
guantidade bacteriana total do ejaculado, quanddils#u o higienizante.

Bactérias sdo componentes presentes no ejaculadoadasia das espécies.
Diversos estudos em suinos relatam que a concéathmgteriana é superior a’ 10FC/ml
(Tamuli et al., 1984; Althouse et al., 2000) e aqum bovinos a média esta em torno de
200.000/ml (Almquist et al., 1949). Poucos estuglos tratam da interacdo entre as bactérias
e 0s espermatozoides sdo encontrados na lite@antifica. Em sistemas de monta natural o
ejaculado com presenca bacteriana parece ter ieito na fecundidade.

A UFC/ml presente no ejaculado é um valioso indlicadas normas de
higiene adotadas na coleta do sémen. Nas condgtiegue o0 experimento foi realizado
observou-se uma média de 6,7 X WEC/mI, enquanto que Yaniz et al. (2010), obsemara
nos ejaculados comerciais de ovinos uma conceotsagéerior a 1O UFC/ml. J& em estudos
de Prado et al. (2005), com sémen fresco de bovines das amostras tiveram 1 x 1¢
UFC/ml. O cddigo de recomendacdo da OIE a resmatgproducdo do sémen bovino
recomenda que a contagem bacteriana nédo deva eX¥ced®3 UFC/ml.

Independentemente do local da coleta as principai$érias encontradas no
sémen fresco de ovinos higidos fordacillus spp, Corynebacterium sppStaphylococcus
spp, Streptococcus sppEscherichia colips mesmos encontrados em ovinos por Yaniz et al.
(2010), caprinos por Souza et al. (2006), bovinos Prado et al. (2005), bubalinos por
Akhter et al. (2008), suinos por Althouse & Lu (8D@ equinos por Bristol (1991).

A Escherichia coliestd presente frequentemente nos ejaculados dessui
equinos e humanos. Esta bactéria no ejaculadojédpmial, pois possui efeito inibitério na
motilidade das células espermaticas bem como peoagtutinacdo e danos ultra-estruturais
na membrana dos espermatozdéides. Neste estudeolémoE. coli, porém nenhuma amostra
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teve alteracdo nos parametros avaliados do sémfato @e néo ter sido observado alteragbes
no sémen corrobora com estudos de Althouse eR@D0j, os quais estabeleceram que o
efeito deletério da bactéra colié concentracdo-dependente.

As cepas isoladas de coli, foram todas resistentes a lincomicina e pengilin
e todas sensiveis a gentamicina, amicacina e fteftio mesmo relatado por Drummond
(2011). Ja os isolados d& coli em sémen de suinos por Althouse et al. (2000)nTfora
resistentes a oito dos dez antibioticos testadensiveis a ceftiofur e eritromicina.

Segundo Althouse & Lu (2005), os aminoglicosideéds sima classe de
antibiéticos, popularmente usada nos diluentes pasemen de suinos, seguido dbs
lactamicos e lincosamidas. Em sémen bovino o ugcad&ional associacdo dos antibioticos
penicilina-estreptomicina continua sendo utilizadmmesmo sabendo que bactérias
anteriormente sensiveis podem ter se tornado eatest esses antibioticos (Andrabi et al.,
2001; Hansan et al., 2001).

Uma alternativa de combinacdo de antibidticos foi associacdo de
gentamicina, tilosina, lincomicina e espectinomac{i®TLS), adicionados no meio diluidor
dos bovinos e testada primeiramente por Shin €t18B8). Esta associacao foi a0 mesmo
tempo mais eficiente para eliminar bactérias coWMypcoplasma spp. Ureaplasma e
Campylobacter sppe também ndo teve efeito negativo para a qualidbkmesémen e
fertilidade (Andrabi et al., 2001; Shin et al., 898

Akhter et al. (2008) realizaram estudos comparama@ssociacdo penicilina-
estreptomicina com a GTLS no sémen de bufalos, codeuiram que a associacdo de GTLS
€ mais eficaz que a penicilina-estreptomicina matrote bacteriol6gico, mas que ambos séo
eficientes na preservacdo da qualidade do sémer8 mhas a 5°C. Yéaniz et al. (2010),
identificaram em seu estudo que 13% das bact&etiicadas foram simultaneamente
resistentes a penicilina e estreptomicina, sendmssbciacdo de antibidticos comumente
utilizada no meio diluidor do sémen ovinos.

Nesse estudo, dos nove antibidticos testados tiofoefe a gentamicina foram
0S gque apresentaram maior eficiéncia as cepasridaete isoladas do sémen ovino, 0 que
corrobora com os achados de Yaniz et al. (20103, amada seu efeito na funcédo espermatica
necessita de maiores estudos.

Estudos com sémen de caprinos, demonstraram gge daugentamicina na
concentracdo de 13,3mg/ml é eficaz para controlenescimento bacteriano sendo indicado
para 0 processo de criopreservacao (Souza et @D6).2 Em ejaculados equinos a

concentracdo de gentamicina de 50ug/ml foi taaefoguanto de 500ug/ml, na reducéo do
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crescimento bacteriano, entretanto nenhuma corg@&ur eliminou por completo o
crescimento bacteriano (Varner et al., 1998).

A associacdo de gentamicina com amicacina € efi@zeliminacdo de
bactérias com crescimento aerébico do sémen egeimguanto que a penicilina potassica
(eficaz para bactérias anaerdbicas) associada @nicacina obteve uma melhor resposta na
motilidade e acéo antibacteriana do sémen equiqud se usadas separadamente (Varner et
al., 1998).

Estudo realizado com sémen de ovinos indica quegdgsos testados (sem
antibiético, GTLS, penicilina-estreptomicina, ceftir e enrofloxacina) foram eficazes para a
reducdo da carga microbiana, mas a enrofloxacinaGILS foram mais eficazes quando
comparados aos demais grupos. A Unica observagitagao uso da enrofloxacina é que
houve reducdo na motilidade espermatica, principaten quando utilizada em altas

concentracoes (Madeira, 2011).
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7 CONCLUSOES

E possivel observar que os animais do grupo caldirgpresentaram um
aumento da presenca Bacillus spp. Corynebacterium sppe Escherichia coliem relac&o
aos animais do grupo a pasto.

Todas as bactérias.coli, isoladas neste experimento, foram resistentes aos
antibioticos lincomicina e penicilina enquanto @sedo géner@orynebacterium spgoram
sensiveis a todos os antibidticos testados.

O uso do antisséptico Kiloll, na concentracdo 1:250, reduz o nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC/ml) do ejacuteem prejudicar a qualidade seminal,
independentemente do local em que os animais estdueante o periodo experimental.

O ceftiofur e a gentamicina foram os antibiéticoaisrefetivos frente as cepas
bacterianas isoladas, mostrando que a utilizac8sedeé eficaz no controle do crescimento
bacteriano dos ejaculados.

A adequada higienizacéo dos equipamentos utilizpdms a coleta, o local em
gue os animais sao coletados e a prévia higierozaggpucial dos carneiros é determinante

para minimizar a contaminac¢ao bacteriana nos eédosl
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CAPITULO 3

Ceftiofur e gentamicina na criopreservagao do sémeovino.
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1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito diergntes concentracdes de
ceftiofur e gentamicina, na criopreservacdo do sémano, avaliando os parametros do
sémen e contaminagdo bacteriana. Foram selecion@adasvinos, aptos a reproducédo, sendo
eles divididos em dois grupos, quatro para o grgftofur e quatro para gentamicina. Os
tratamentos do grupo ceftiofur foram: sem antib@ti 10pg/ml, 25ug/ml, 50ug/ml e
100pg/ml, e os tratamentos do grupo gentamicirerfosem antibiético, 50pg/ml, 100ug/ml,
250pg/ml e 500pg/ml. Houve diferenca significaibeen o efeito congelamento do sémen na
variavel motilidade, entre os dois grupos. Nao leodiferenca entre os tratamentos nos dois
grupos quanto a motilidade das células espermatizasérias isoladas e quantidade de
unidades formadoras de colbnias. Nas condi¢cdes wnogexperimento foi realizado, a
utilizagdo dos antibioticos ceftiofur e gentamiciean diferentes concentracdes no meio de
criopreservacdo, ndo diferiram do sémen criopraslervsem o uso dos antibiéticos, nos
parametros seminais e bacteriolégicos. Esses adsgltindicam que a adicdo desses

antibiéticos nas concentracdes testadas ndo setassaria no meio diluidor.

Palavras-Chave:Ceftiofur; congelamento; dose-resposta; gentamicina
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2 ABSTRACT

The objective of this work was evaluate the effettdifferent concentrations of
ceftiofur and gentamicin in the ram semen cryopreg®n, evaluating the semen parameters
and bacterial contamination. Were selected eighisyaable to reproduce, and they were
divided into two groups four for the ceftiofur gmand other four for gentamicin group. The
ceftiofur treatments groups were, without antitwptilOupg/ml, 25ug/ml, 50pg/ml and
100pg/ml, and gentamicin treatment were withoutb&otic, 50pg/ml, 100pug/ml, 250ug/ml
and 500ug/ml. There were significant differencethwireezing effect in the semen about
motility variable between the two groups. There wadglifference between treatments in both
groups for sperm cells motility, isolated bacteaall the amount of colony forming units. In
this experiment conditions, the use of ceftiofurd agentamicin antibiotics in different
concentrations in cryopreservation medium not diffem cryopreserved sperm without use
of antibiotics concerning semen and bacteriologoeabmeters. These results indicate that the
addition of these antibiotics in the tested conediuins is not necessary in the diluter

medium.

Key-words: Ceftiofur; freezing; dose response; gentamicin.
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3 INTRODUCAO

Atualmente, a técnica da criopreservacdo do sémero dem conquistado
grande importancia e o sémen congelado tem sido el mais empregado na inseminacgéo
artificial (I.A). O controle bacteriolégico do séméesco e congelado, em ovinos, € pouco
citado na literatura. Sabe-se que o prepucio dahossapresenta uma variedade de bactérias
comensais ou potencialmente patogénicas que cardano ejaculado.

A adicdo de antibioticos é recomendada para mimimésta contaminagéo
bacteriana durante o processo de criopreservac&érden. Diferentes antibidticos tém sido
testados, mas poucas pesquisas tém mostrado @ égdeitescimento bacteriano na qualidade
do sémen (Corona & Cherchi, 2006).

O impacto da infertilidade do macho na eficiéneprodutiva é significativo,
devido ao macho servir a um grande nimero de férsemspor monta natural ou pela I.A. A
infertilidade ou subfertilidade de machos é geraltm@bservada pelo decréscimo na taxa de
paricdo ou aumento na taxa do retorno ao estréédsesas (Tsakmakidis, 2010).

A presenca de bactérias nos ejaculados pode dieté@amente as funcbes do
macho, causando aglutinacdes que prejudicam a idaok espermatica, reduzindo a
habilidade da reacdo do acrossoma e causandocékeraa morfologia celular a fertilizacéo
(Diemer et al., 1996; Moretti et al., 2009). As téaias também podem afetar indiretamente
pela producdo de toxinas (Morrell & Geraghty, 2006)s isolados bacterianos mais
frequentes no sémen de ovinos B&cherichia coli, Proteus mirabilis, Enterobactéoacae,
Staphylococcus epidermis e Staphylococcus auarsz et al., 2010).

Além da disseminacédo de doencas, a presenca de-onganismos no sémen
criopreservado pode por em risco este germoplaguby decréscimo na capacidade
fertilizante, qualidade e viabilidade (Viveiros alt, 2010). Alguns autores colocam em
evidéncia que nenhum antibiético é completament@azfcontra o crescimento bacteriano,
nas amostras de sémen (Varner et al., 1998; Piekalt, 1999). Por estas razfes € importante

conhecer a microbiota presente no sémen criop@Ed@rwisto que 0S micro-organismos
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podem sobreviver mesmo em nitrogénio liquido por lomgo periodo, além de serem
carreados para junto com o germoplasma (Clémexit, d1995; Bielanski et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do de diferentes concentracoes
dos antibidticos ceftiofur e gentamicina, na cregarvacdo de sémen ovino, avaliando os

parametros seminais e contaminacao bacterianaedegsois da criopreservagao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Periodo experimental e local do experimento

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimesualipira pertencente a
EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia e no okatidrio de Microbiologia
Veterinaria pertencente a Universidade de BrakiliB; ambos localizados em Brasilia-DF,

durante os meses de julho a setembro de 2011.
4.2 Animais experimentais

Foram selecionados oito ovinos, machos, da racta $as aptos a reproducao
com caracteristicas espermaticas minimas acimapddges minimos preconizados pelo
Colégio Brasileiro de Reproducao Animal — CBRA (@P9

Os ovinos foram divididos em dois grupos cada um ©nco tratamentos.
Cada grupo foi composto de quatro ovinos (n=4).detétado um ejaculado por semana até
completarem-se trés coletas de cada animal.

O grupo 1 consistiu na adicdo do antibiético céftiqCef-5¢%) ao meio
diluidor do sémen ovino para sua criopreservaca®.tr@amentos foram: auséncia do
antibiotico, ceftiofur (10ug/ml), ceftiofur (25ughm ceftiofur (50ug/ml) e ceftiofur
(200ug/ml).

O grupo 2 consistiu na adicdo do antibiético geitara (GentamaX) ao meio
diluidor do sémen ovino para a sua criopreservaCio.tratamentos foram: auséncia do
antibiético, gentamicina (50ug/ml), gentamicina qi@/ml), gentamicina (250ug/ml) e

gentamicina (500ug/ml).
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4.3 Coleta do sémen

No total foram coletados 24 ejaculados, 12 do gregftiofur e 12 do grupo
gentamicina, pelo método de vagina artificial (Esv&Maxwell, 1987). Cada ejaculado foi
aliquotado ao mesmo tempo para 0s cinco tratameiotasizando 120 amostras de ambos os
grupos. Todos os materiais utilizados para a coetsémen foram previamente esterilizados.

4.4 Analise bacteriolégica

Aliquotas dos ejaculados fresco tanto do grupaafeftquanto da gentamicina
foram encaminhadas para o Laboratério de Microbiald/eterinaria para a verificacdo da
contagem bacteriana total (UFC/ml) e do cresciméatteriano em agar sangue ovino 5%,
sendo incubadas a 37°C por 24 e 48h.

Para a contagem bacteriana total, 100l do sémiedilibdo em 9,9ml de
solucédo salina estéril. Apos 1ml da diluicdo fansferido para uma placa petri e entdo
adicionado o agar padrdo para contagem (Pdifhedid’), sendo incubado por 24 horas a
37°C.

Uma pequena quantidade de sémen foi estriada emsaggue ovino 5% e
incubadas a 37°C por 24 e 48h para verificar ocoremto bacteriano. Amostras que tiveram
crescimento foram observadas quanto as suas aéstcts e classificadas em gram positivas
Ou negativas e se cocos ou bastonete, pelas a&stcts morfotintoriais. Testes
complementares foram realizados até a identificadd@® bactérias como, por exemplo:

catalase, fermentacao/oxidacao, oxidase, descéabexindol, motilidade e urease.

4 .5 Andalise do sémen

Os ejaculados foram avaliados e incluidos nestedlesjuando os seguintes
critérios minimos foram alcangados: volume entkeed2 ml; concentragdo espermatica de
2x10° espermatozéides/ml, motilidade espermaética acienzd& e anormalidade espermatica
nao superior a 20%. Para a avaliacdo da integridiade membranas plasmaticas foram
realizados esfregacos em laminas pré aquecida¥ac®m sémen fresco (20ul) ja misturado
ao corante eosina-nigrosina (20ul), para sua postefsualizacdo sob imersdao, no
microscoépio optico e contadas 200 células. Pakalagdo da funcionalidade das membranas

0 sémen foi adicionado a um meio hipoténico nanigde de alcancar o equilibrio osmatico.
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Durante a reacdo endosmotica, os flagelos se dédmamtam no interior das membranas
plasmaticas, sendo contadas 200 células.

4.5.1 Processo de criopreservacédo do sémen

- Os ejaculados foram diluidos no meio TRIS-genieeghl (Evans &
Maxwell, 1987), nos seus respectivos grupos enm@ttos, apos o calculo do numero de
doses dos ejaculados assim como o0 volume totalssé@ge para proceder-se a diluicéo,
considerando que cada dose possuia 100&&permatozéides, envasados em palhetas de
0,25ml.

- Apés 0 envase iniciou-se 0 processo de criopraséo, sendo as palhetas
primeiramente refrigeradas na temperatura de 5¥QIposendo entéo transferidas para uma
caixa térmica onde permanecem por 20 minutos norvdp nitrogénio (-80°C/-120°C) e
apos imersas no nitrogénio liquido (-196°C), radasa e armazenadas em botijées

criogénicos até seu descongelamento.

4.5.2 Descongelamento das amostras

As palhetas foram descongeladas em banho-marig@ 83r 30 segundos,
sendo a dose acondicionada em tubos éppendorfsde 1,5ml previamente aquecidos e

mantidos a 37°C.

4.5.3 Avaliagédo das amostras descongeladas

Duas palhetas foram descongeladas, sendo uma @raliacdo do sémen e
outra para a andlise bacterioldgica.

Apds o descongelamento, o sémen foi diluido com RESobter-se uma
amostra com aproximadamente 48k&8permatozéides/ml para a avaliacdo da motilidade
utilizando a Analise Computadorizada do Sémen AdaigCASA), utilizando chardware
IVOS (Sistema Visual de Integracdo Optica) vers2d3 Ida empresa Hamilton Thorne
Biosciences com goftware Animal Breedersonfigurado com agetuprecomendado pelo
fabricante para sémen ovino.

Uma aliquota de 10ul da diluicdo foi disposta nane@ de Maklét

previamente aquecida a 37°C, para a analise ddidadg pelo sistema CASA. Os campos
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foram selecionados manualmente, sendo avaliad®sdrapos, pois achados de Varner et al.,
(1991) concluiram que ndo ha diferenca signifieatentre as avaliagbes de trés e sete
campos, observando a inexisténcia de bolhas diatadgSousa, 2002).

Além da avaliacdo da motilidade, pelo sistema CAaAbém foi realizado a
avaliacdo da morfologia do sémen e integridade efalnana plasmética.

Para a analise bacteriologica, cada palheta deslemtzy foi colocada
individualmente em um microtubo tipgppendorfe mantida sob refrigeracdo. As amostras
foram encaminhadas para o Laboratorio de Microbiald/eterinaria para a realizacdo da
contagem bacteriana total (UFC/ml) e identificackio crescimento bacteriano da mesma

maneira que as amostras do sémen fresco.

4.6 Andlise estatistica

Foi realizado analise de variancia (ANOVA), com idaxdo programa
estatistico SAS Statistical Analyses Systemersdo 9.0, 2002), considerando diferenca

estatistica quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

Os parametros seminais dos ejaculados dos carrseigogram o recomendado
pelo CBRA (1998).

Nos grupos ceftiofur e gentamicina os tratamentbkizados nao foram
significativos (p>0,05) nos parametros da motilelaths células espermaticas, nos géneros
bacterianos isolados e na quantidade de unidadeadoras de colbnia.

Os géneros bacterianos isolados das doses semimassda criopreservacao e
depois do descongelamento foram os mesmos, excetgrupo do ceftiofur que apés a
criopreservacao teve crescimento do géAetmomyces spp

O efeito congelamento do sémen foi significativopaoametro motilidade das
células espermaticas. O grupo ceftiofur teve maédianotilidade das células espermaticas
antes da criopreservacao de 72,5 % e ap0s desaoregeb de 51% e o grupo gentamicina
teve respectivamente antes e depois da criopreservé3,5% e 53,56% na motilidade das
células espermaticas.

O efeito congelamento no grupo ceftiofur reduzigrescimento do género
Streptococcus sppe no grupo gentamicina reduziu o crescimentogéoerosBacillus spp,
Corynebacterium sppE. coli, e Streptococcus spfD efeito congelamento néo interferiu na

quantidade de unidade formadora de colbnias.
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6 DISCUSSAO

O decréscimo da motilidade pelo efeito congelamgdtera esperado, visto
que as células espermaticas sofrem dano celulasmmeem protocolos eficientes de
criopreservacdo. Por esse motivo, células esperasatiom o limiar de 30% de motilidade
sao consideradas aptas apés o descongelamentmdo ségundo critério do CBRA (1998).

Madeira (2011) utilizou a concentracdo de 25ug/mal céftiofur no meio
diluidor do sémen ovino, ndo obtendo diferenca moametro motilidade das células
espermaticas quando comparada ao grupo contraegsebidtico) e as avaliacdes referentes
a morfologia, integridade de membrana, também nastraram diferenca entre os
tratamentos, o que corrobora com este estudo.

Neste trabalho, a quantidade bacteriana total, foAsignificativa entre os
tratamentos, corroborando com o trabalho de Mad@@d1l), que também néo verificou
diferenca entre os tratamentos, quando utilizaramtibidtico ceftiofur.

Em um estudo com sémen de equinos, Varner et @88j1 utilizaram o
antibiotico ceftiofur (1000pg/ml) e néo obtiveranifecenca no parametro motilidade
espermatica quando comparado com 0O grupo contmlenesmo encontrado neste
experimento.

Squires & McGlothlin  (1980), quando utilizaram a ng@micina nha
concentracdo de 1000 ou 2500ug/ml, obtiveram uma lmaotilidade apds trinta minutos de
exposicdo frente ao antibidtico. O fato de utikraruma alta concentracdo do antibidtico
pode ter influenciado neste resultado discordamstedestudo.

Maria et al. (2006a), observaram nas doses de sé&aesspécie de peixe
Brycon orbignyanusontendo gentamicina na concentracéo de (0,25mg#unlmantiveram a
motilidade por longos periodos se comparados colinefags sem antibidtico, levando a
conclusdo que a populagdo bacteriana no sémeBryd®n orbignyanusdo € sensivel a
gentamicina na concentracdo testada.

As amostras bacterianas do sémen Rhycon orbignyanus citadas por

Viveiros et al. (2010), foram suscetiveis a gentamai e ndo afetaram a motilidade das
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células espermaticas quando utilizada em concémsagle 0,01-1mg/ml, 0 mesmo
encontrado neste estudo, no entanto, quando daliean altas concentracoes (0,5-1mg/ml),
afetaram a taxa de fertilizacdo se comparada coooraentracdes diluidas até 0,1mg/ml. A
adicdo de gentamicina no sémen Bgycon orbignyanus promoveu um controle do
crescimento bacteriano por oito dias de armazenaneen refrigeracao.

Estudos mostram que a associacdo de gentamicinaactigcacina € mais
eficaz na eliminacdo de bactérias aerobicas. Clemenal. (1995), mostraram que a
gentamicina € o melhor antibiotico para ser util@z@ara controlar o crescimento bacteriano
em sémen de equinos quando comparado com o grup@-lkdetamicos, assim como a
concentracdo de 50pg/ml foi efetiva para a reduw@erescimento bacteriano da mesma
forma que a de 500ug/ml, 0 mesmo achado nestecestud

Varner et al. (1998), adicionaram no sémen de eguigentamicina na
concentracdo de 1mg/ml, ndo obtendo diferenca @p¥Oguando comparado ao grupo
controle (sem antibidtico) na variavel motilidadesatélulas esperméticas, corroborando com

Nnosso estudo.
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7 CONCLUSOES

As concentra¢des utilizadas dos antibidticos deftice gentamicina e a
auséncia de antibidticos no meio de criopreservalicémen ovino, ndo teve diferenca
(p>0,05) entre os tratamentos, tanto nos paramegosnais quanto nos bacteriologicos,

indicando que néo é necessaria a adicao dessbgacds no meio de criopreservacao do
sémen ovino.
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CAPITULO 4
Acdo de antibidticos no diluidor do sémen ovino eess efeitos na qualidade espermatica.
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1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito @alicdo de diferentes
antibiéticos no meio de criopreservacdo do sémemopvavaliando a qualidade e a
viabilidade do mesmo antes e depois da criopreg@ovad-oram selecionados quatro ovinos
machos da raca Santa Inés aptos a reproducao.a@dsagjos foram submetidos a cinco
tratamentos, sendo eles; sem a adicdo de antii@ssociacdo de penicilina-estreptomicina
(100.000 UI-100mg/ml), ceftiofur (10png/ml), gentamea (50ug/ml) e a associacdo de
gentamicina-tilosina-lincomicina-espectinomicina 5@20-150-300ug/ml). Os principais
géneros bacterianos isolados for@orynebacterium sppStreptococcus spBacillus sppe
Staphylococcus spdNao houve diferenca (p>0,05) entre os tratamemos parametros
avaliados de motilidade das células esperméaticadades formadoras de col6nia e géneros
bacterianos isolados, indicando que seguindo a dulketgia deste trabalho, o uso de

antibiéticos no meio diluidor do sEmen ovino naweéessario.

Palavras-chave:Bactérias; congelamento; espermatozoide; ovinos.
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2 ABSTRACT

The objective of this study was evaluate the eftdédtifferent antibiotics addition in
the ram semen cryopreservation medium, evaluatiegguality and viability of the sample
before and after cryopreservation. We selected feamta Inés rams able to reproduce.
Ejaculates were submitted to five treatments: with@ntibiotic addition, penicillin-
streptomycin  combination (100.000UI-100mg/ml), wdttr (10pg/ml), gentamicim
(50ug/ml) and gentamicin-tylosin-lincomycin-speoctimycin  association (250-50-150-
300ug/ml). The major isolated bacterial genus weogynebacterium spp Streptococcus
spp, Bacillus spp and Staphylococcus spphere was no difference (p>0,05) between
treatments in motility oh the sperm cells, colooyniing nits and isolates bacterial genus,
indicating that the following methodology of thisork, the use of antibiotics in the ram

semen extender medium is not required.

Key-words: Bacterial; freeze; sperm; ram.
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3 INTRODUCAO

A ovinocultura, nos ultimos anos, vem despertandaiom interesse de
produtores e érgdos governamentais. Com o crestonaienprocura e da producgdo da carne
ovina, tem crescido também o interesse em se ifitemsa exploracdo econémica desta
espécie. O atual cenario da ovinocultura mostraegti@ atividade esta em franca expanséo
em praticamente todo o pais, expandindo-se pai@eegnde antes ndo havia tradicdo na sua
exploragao.

A inseminacdo artificial (1.A) é a primeira gerac#le biotecnologias da
reproducdo, sendo utilizado no campo ha mais damd® e seu futuro esta baseado na
bioseguridade. Mundialmente a LA é aceita como meio de prevenir e controlar a
transmissdo de doencas venéreas especificas e smontempo permite uma troca de
genética superior.

Atualmente, buscam-se praticas e procedimentoproducdo de sémen que
contribuam para a reducéo do nivel de contaminaggioentrais de coleta tém como objetivo
fornecer o sémen congelado livre de contaminamiess, 0 mesmo ao ser criopreservado
permite que ocorra um melhor controle sanitario)saerando que exames sanitarios dos
machos doadores sao exigidos, pois um unico epeyeoduz muitas doses de sémen,
aumentando assim o risco da disseminacao de paifgen

Nos animais, diversas bactérias séo identificades amostras de sémen
criopreservadas e certas bactérias apresentamsafigigativos na qualidade do sémen durante
0 armazenamento em baixa temperatura (Althouse.,e2Q00; Akhter et al., 2008). Nao
somente 0 método de coleta, mas os equipamentozadis, as pessoas envolvidas no
processo de manipulacdo do sémen até o envasars@&atogsponsaveis pela contaminacao
da amostra durante o processo de refrigeracéo geleonento (Kendrick, 1975; Coelho,
1976; Rodrigues, 1998).

Para minimizar esses efeitos, antibidticos saazatibs nos diluidores de

sémen para prevencao do crescimento bacterianan{Sal& Maxwell, 2000). Ao mesmo
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tempo deve-se cuidar para ndo ocorrer resisténsiamtibioticos pelas bactérias (Diemer et
al., 1996; Ronald & Prabhakar, 2001).

Algumas bactérias sdo deletérias para os esperomdsz A bactéria que
causa maior dano éEscherichia coli considerando que ela reduz a motilidade espearanati
através da adesdo e aglutinacdo causando danosldégmds na peca intermediéria,
membranas plasmaticas e acrossoma (Wolff et &83;18iemer et al., 2000).

Alguns micro-organismos que anteriormente eram igeiss a associacao
penicilina-estreptomicina, podem ter adquirido gstsicia a esses antibidticos. Uma
alternativa de antibidticos é a associagdo de geaitea, tilosina, lincomicina e
espectinomicina (GTLS), ja testadas em sémen dindewor Shin et al. (1988). Esta
combinacdo promove uma maior eficacia na eliminagéobactérias comdlycoplasma
bovis Mycoplasma bovigenitaliumUreaplasmas Haemophilus somonusCampylobacter
fetus subsp. veneraligShin et al., 1988). Além disso, apdés o descamgehto das doses do
sémen bovino, n&o houve evidéncia de danos nadgdalido sémen ou na fertilidade (Shin et
al., 1988; Andrabi et al., 2001).

Neste estudo, os antibioticos testados foram:dictomal associacao penicilina-
estreptomicina, a associacdo GTLS recomendadaQiBlae pelo Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o ceftiofur e atgmicina por serem o0s antibiéticos
mais eficazes frente as cepas bacterianas iscdedd@sormente. O objetivo deste trabalho foi
verificar o efeito desses antibiéticos quando adiados ao meio diluidor do sémen ovino,

avaliando a qualidade e viabilidade do sémen antepois da criopreservacao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Periodo experimental e local do experimento

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimesualipira pertencente a
EMBRAPA Recursos Genéticos e no Laboratério de ohimlogia Veterinaria da
Universidade de Brasilia - UnB, ambos localizados Rrasilia-DF, durante os meses de
setembro a novembro de 2011.

4.2 Animais experimentais

Foram utilizados 4 ovinos machos, da raca Santg apos a reproducdo com
caracteristicas espermaticas acima dos padrdoemasmreconizados pelo Colégio Brasileiro
de Reproducdo Animal — CBRA (1998), da raca Samés,lhigidos e alojados na fazenda
experimental Sucupira.

Os carneiros foram coletados trés vezes, com aitersemanal entre elas,
sendo cada ejaculado submetido a cinco tratame@tofatamentos consistiam da adicédo de
antibioticos ao meio diluidor do sémen ovino para sriopreservacao. Os tratamentos foram
assim caracterizados: auséncia de antibidtico, cesgm de penicilina (100.000
Ul)/estreptomicina (100mg/ml), ceftiofur (10pg/mdentamicina (50pg/ml) e a associagao de
gentamicina (250ug/ml) - tilosina (50pug/ml) - kmoicina (150ug/ml) - espectinomicina
(300ug/ml).

4.3 Coleta do sémen

No total foram coletados 12 ejaculados, pelo métmlvagina artificial (Evans

& Maxwell, 1987). Cada ejaculado foi aliquotado mesmo tempo nos cinco tratamentos,
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totalizando 60 amostras. Todo o material utilizpdoa a coleta do sémen foi previamente

esterilizado.
4.4 Analise bacteriolégica

Aliquotas dos ejaculados fresco tanto do grupaofeftquanto da gentamicina
foram encaminhadas para o Laboratorio de Microgiald/eterinaria para a verificagcdo do
contagem bacteriana total (UFC/ml) e do cresciméatteriano em agar sangue ovino 5%,
sendo incubadas a 37°C por 24 e 48h.

Para a contagem bacteriana total, 100ul do sémiedilfddo em 9,9ml de
solucdo salina estéril. Apos, 1ml da diluicdo fransferida para a placa petri e entédo
adicionou-se o agar padréo para contagem (Phedid’), sendo incubado por 24 horas a
37°C.

Uma pequena quantidade de sémen foi estriada emsaggue ovino 5% e
incubadas a 37°C por 24 e 48h para verificar ocoremto bacteriano. Amostras que tiveram
crescimento foram observadas quanto as suas g#&stcés e classificadas em gram positivas
Ou negativas e se cocos ou bastonete, pelas a&stcts morfotintoriais. Testes
complementares foram realizados até a identifical@® bactérias, por exemplo: catalase,

fermentacao/oxidagao, oxidase, descarboxilasel,induilidade e urease.
4.5 Analise do sémen

Apds as coletas do sémen, 0s seguintes paramespeErn#ticos foram
avaliados:

- O volume do ejaculado foi observado pela marcagdocopo coletor,
expresso em mililitros (ml). Para a avaliacdo ddilidade (0-100%) e vigor (0-5) uma
aliquota de 10ul de sémen,natura foi sobreposto a uma lamina coberta por uma lalajn
ambas aquecidas previamente a 37°C para postemdia@o no microscopio optico em
aumento de 200x, sendo estimado o percentual desé&spermaticas moveis. Os ejaculados
com motilidade igual ou superior a 70% foram cregervados tendo sua concentragcéo
esperméatica processada. Para a realizacdo da t@éen o numero de espermatozoéides
foram contados com o auxilio da camera de Neubaerdo o sémen previamente diluido em
solucéo de formol-salina a 10% na proporcéo de01(20ul de sémen em 8ml de solucéo).

Para a avaliacdo da integridade da membrana plasnfatam realizados esfregagos em
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laminas pré aquecidas a 37°C do sémen fresco (20pthmente com o corante eosina-
nigrosina (20ul), para posterior visualizacdo, Bobrsdo, no microscéopio Optico e contado
200 ceélulas. Para a avaliacdo da funcionalidadendambranas plasmaticas foi realizado o

teste hiposmatico (HOST) conforme Jeyendran el 884.

4.5.1 Processo de criopreservacédo do sémen

Os ejaculados foram diluidos no meio TRIS-gemaeghlc com seus
respectivos tratamentos, apdés o calculo do numerdades do ejaculado assim como o
volume total necessario para proceder a diluigdiesiderando que cada dose continha 79x10
espermatozoides/ml e envasados em palhetas del0,25m

ApoOs o envase das palhetas iniciou-se o processestfeamento pelo método
tradicional (refrigerador). Nesse método, o sémempneceu, apos envasado, por 2h em
refrigeracdo a 5°C. A congelacéo foi realizada ena waixa térmica onde permanecem 20
minutos no vapor do nitrogénio (-80°C/ -120°C) edsaas palhetas foram imersas no
nitrogénio liquido (-196°C), raquiadas e armazesadan botijdes criogénicos até seu

descongelamento.

4.5.2 Descongelamento das amostras

As palhetas foram descongeladas em banho-maridGa@x 30 segundos, e 0
sémen acondicionado em tubos tguapendoride 1,5ml previamente aquecidos e mantidos a
37°C.

4.5.3 Avaliacdo das amostras descongeladas

Descongelaram-se duas palhetas sendo uma pardise atthsémen e outra
para a analise bacterioldgica.

Para a analise do sémen, apds o processo de delscoagto, cada dose foi
diluida em PBS até obter uma amostra com aproximeute 48x10espermatozéides/ml
para a avaliacdo da motilidade utilizando a Analsenputadorizada do Sémen Assistida
(CASA), utilizando ohardwarelVOS (Sistema Visual de Integracdo Optica) versa@ Ha
empresa Hamilton Thorne Biosciences constituido amnsoftware Animal Breeders,

configurado com getuprecomendado pelo fabricante para carneiros.
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Uma aliquota de 10ul da amostra a ser analisaddigpbsta na camera de
Makler® previamente aquecida a 37°C. Os campos foramisesetos manualmente, sendo
avaliados trés campos, pois achados de Varner €98l1) concluiram que ndo héa diferenca
significativa entre as avaliagOes de trés e setgosa, observando a inexisténcia de bolhas ou
artefatos. Além da avaliagdo da motilidade peldesia CASA, foi também avaliado a
morfologia das células espermaticas assim como tegridade e funcionalidade das
membranas plasmaticas.

Para a analise bacteriologica, cada palheta deslamtzy foi colocada
individualmente em um tubo tipegppendorfe mantida sob refrigeragdo. As amostras foram
encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia Vatera para posterior realizacdo da
contagem bacteriana total (UFC/ml) e identificaciocrescimento bacteriano, adotando o

mesmo protocolo das amostras do sémen fresco.

4.6 Andlise estatistica

Foi realizado andlise de variancia (ANOVA), com idlaxdo programa
estatistico SAS Statistical Analyses Systemersdo 9.0, 2002), considerando diferenca

estatistica quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

N&o houve diferenca (p>0,05) entre os tratamentitigagdos no sémen dos
ovinos quando comparados com a quantidade totdlad&érias presente (UFC/ml), cepas
bacterianas isoladas e motilidade das células resyiens.

O efeito congelamento foi significante nos paraosetda motilidade das
células esperméticas, tendo uma média de 75% datesopreservacao e de 55,43% apos o
descongelamento das amostras.

Nas amostras do sémen fresco foram isoladas osrogérmcterianos
Corynebacterium spp Streptococcus sppBacillus spp, Staphylococcus sppPasteurella
spp, Escherichia colie Enterobacter cloacgealém do crescimento de leveduras. Ja nas
amostras do sémen depois do descongelamento faaladaos Corynebacterium spp

Streptococcus sppStaphylococcus spp.leveduras.
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6 DISCUSSAO

O uso do sémen congelado apresenta iniumeros kheseficomo o melhor
aproveitamento dos reprodutores, facilidade no coimé transporte do material genético,
permitindo assim a introducdo de novas linhagerssrabanhos com uma maior seguranca
sanitaria. Os procedimentos de congelamento e ugslmmento do sémen envolvem
mudancas de temperatura, gerando danos ultragatsytbioquimicos e funcionais, sendo
mais severos nos espermatozodides ovinos do queawisos (Salamon & Maxwell, 1995;
Watson, 1995). Mesmo adotando atuais protocolosrid@reservacdo 40-50% das células
espermaticas nao sobrevivem (Watson, 2000), semagsmo encontrado neste trabalho.

Os isolados bacterianos encontrados nos ejaculalb®s ovinos neste
experimento, provavelmente provém do processo lidace processamento, pois 0s géneros
bacterianos identificados sdo comumente presemesmbiente. Por esse motivo, pode-se
considerar 0 uso de antibidticos como sendo umaiyasestratégia para controlar o
crescimento bacteriano no sémen ovino.

O controle do crescimento bacteriano geralmentakzado com a adicdo de
antibiéticos de amplo espectro no meio diluidorugktnente, a maioria dos diluentes
utilizados no processo de criopreservacdo do sé&oetém a associacdo de penicilina-
estreptomicina, mas pouco se sabe de seu efeitehdas espermaticas dos ovinos.

No entanto, Yaniz et al. (2010) relatam queEacoli € a bactéria mais
frequentemente resistente a penicilina e estreptoaio que torna a qualidade do sémen
criopreservado duvidosa, quando utilizada nos dikeedo sémen, pois esta bactéria possui
efeito inibitério na motilidade e também € respestipela aglutinacdo das células
espermaticas. Por esses motivos sdo necessarigs estados a respeito dos efeitos de
diversos antibioticos na funcdo espermaética.

Yaniz et al. (2010), utilizando gentamicina no diite de sémen de ovinos na
concentracdo de 0,25 e 0,5¢g/l, ndo obtiveram di&®do grupo controle quando avaliado os

parametros de motilidade e viabilidade espermaticaesmo achado neste experimento. J4 o
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uso da gentamicina no sémen de equinos reduziuagamptros da motilidade quando
utilizada uma concentracéo de 1g/l (Aurish & Sperg2007).

Quando a concentracdo do antibiotico gentamicinaufiizada dentro do
intervalo de 200-500mg/ml, em diferentes espéd@s;onsiderado suficiente para inibir a
atividade antimicrobiana (Akhter et al., 2008). Hiiuentes de sémen equino, Varner et al.
(1998) utilizaram como tratamento gentamicina (Im/ espectinomicina (1mg/ml),
penicilina (1000UIl/ml) e ceftiofur (1000ug/ml) tosl@sses tratamentos néo interferiram na
motilidade das células espermaticas quando compa@adrupo controle, corroborando com
nosso estudo.

Todos os isolados bacterianos que Althouse eR@0Q) identificaram foram
resistentes a gentamicina, provavelmente por estibi@ico ter sido utilizado mais
comumente nos diluentes do sémen suino, poderghisa existéncia de algum grau de
resisténcia bacteriana. Recentemente o ceftiofur dielo incluido nos diluentes de sémen
suino, mas seus efeitos ainda precisam ser avaliado

Yaniz et al. (2010), detectaram que as bactér@adas em seu experimento
foram sensiveis aos antibibticos ceftiofur e geitara, sendo uma boa alternativa para a
tradicional associagéo penicilina-estreptomicina®eo diluidor do sémen ovino.

Em experimento realizado por Madeira (2011) comeséde ovinos utilizando
diferentes tratamentos (sem antibidtico, GTLS, @bna-estreptomicina, ceftiofur e
enrofloxacina) nos diluidores do sémen, observayaena enrofloxacina foi o tratamento que
obteve a menor motilidade das células esperm&jeasdo comparada entre os tratamentos,
0s demais tratamentos nédo diferiram do grupo clentdas condicdes em que este trabalho
foi realizado, também néo se observou diferenc@,(}% entre os tratamentos no parametro
motilidade das células espermaticas.

As bactérias isoladas neste experimento foram $amigls as encontradas por
Madeira (2011). Os antimicrobianos testados no raxeato de Madeira (2011) reduziram a
carga bacteriana, tendo a associacao de GTLS ffogacina a agao mais efetiva.

Akhter et al. (2008), concluiram que o uso de GEL®ais efetivo do que a
associacao de penicilina-estreptomicina para aaenbacteriano em sémen de bufalos, mas
quanto a eficiéncia na preservacdo da célula egpieamambos foram igualmente eficazes
por trés dias a 5°C. Varner et al. (1998), quandmpararam a associacdo penicilina-
amicacina com o ceftiofur e o grupo controle (semtib&ticos), ndo houve diferenca

significativa, na motilidade das células espernadtisemelhantes aos nossos achados.
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7 CONCLUSOES

Nas condicdes em que o experimento foi realizado,houve diferenca entre
os tratamentos (p>0,05), tanto nos parametros sésnjjuanto nos bacteriol6gicos do sémen
de ovinos da raca Santa Inés. Neste sentido,andiz a metodologia deste trabalho, quanto

aos cuidados de coleta e processamento do sérmasa,de antibidticos podera ser suprimido.
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CAPITULO 5 - CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho permite observar que as principais bast&ncontradas no
ejaculado do sémen de ovinos sao de origem ambenize a maioria das cepas bacterianas
ainda ndo demonstram resisténcia aos antibiétesiados. Observou-se também que quando
sdo adotadas medidas de higiene durante a col@tacessamento das amostras, o uso de

antibiéticos é desnecessario.



