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Resumo

Objetivou-se avaliar a flora microbiana no sémen fresco e congelado
de reprodutores caprinos, assim como a eficacia dos antibiéticos
estreptomicina, penicilina e gentamicina, na viabilidade de doses de
sémen congeladas. Foram utilizados 25 reprodutores de diferentes
racas, submetidos a duas colheitas de sémen através do método da
vagina artificial, ap6s higiene da regidao prepucial. A primeira colheita
do sémen foi realizada visando o exame microbiolégico e a segunda
teve como objetivo proceder a congelagio, ap6s dilui¢ao em leite
desnatado, utilizando penicilina + estreptomicina (A1), gentamicina
(A2) ou sem antibiético (A3). Ao proceder a avaliacdo microscépica
no sémen fresco, evidenciou-se média de 87,92 £ 7,76 % de motilidade
individual progressiva (MIP) e 4,96 £ 0,20 de vigor espermatico. Em
relagdo a avaliagdo bacteriana, constatou-se principalmente bactérias
do género Staphylococcus spp e Bacillus sp. Ap6s a congelagdo do sémen,
nao foram evidenciadas diferengas (P>0,05) entre os grupos quanto
a MIP e vigor espermatico. Entretanto, na avaliacio microbiolégica
pos-descongelacao, a bactéria do género Staphylococcus spp esteve
presente na maioria das amostras. Observou-se também que a
gentamicina (13,3mg/mL) apresentou melhor atividade anti-
microbiana no processo de congelagio do sémen, concluindo-se que
pode ser o antibidtico usado na congelacio do sémen de reprodutores
caprinos.

Palavras-chave:
Flora microbiana.
Estreptomicina.
Penicilina.
Gentamicina.
Sémen.

Introducao

A saude reprodutiva dos machos
constitui fator decisivo para programas de
acasalamento utilizando monta natural ou
inseminacio artificial. Dessa forma, Coelho!
recomendou que, além de exame clinico,
sejam realizadas andlises microbiolégicas do
sémen, para que medidas preventivas sejam
adotadas com o objetivo de melhorar o
indice de fertilidade do rebanho, em virtude
da ocorréncia de grande variedade de germes
saprofitas e patogénicos no sémen de
reprodutores bovinos, sem sinais clinicos de
afecgdes genitais.

Estudo da flora do sémen e prepucio
de bovinos e bufalos, aparentemente sadios,
constatou a presenca de algumas bactérias,
como Bacillus sp, Staphylococcus spp,
Corynebacterium sp e Streptococens sp'>>*,

corroborando a citacio de Derivaux’, que
microrganismos nao especificos podem
contaminar o sémen dos animais
domésticos, entre eles Streptococcus sp,
Staphylococcus spp, Pseudomonas aeruginosa e
Bacillus sp.

No entanto, poucos trabalhos relatam
a flora microbiana encontrada no sémen dos
reprodutores, fato citado por Thibier e
Guerin®, ao evidenciarem escassez de
literatura relacionada ao tipo de
microrganismos encontrados no sémen de
diferentes espécies. O sémen pode ser
contaminado no momento da colheita e, em
bovinos, a vagina artificial ¢ o método que
proporciona maior contamina¢io, quando
comparado ao de massagem das vesiculas
seminais’. Em suinos, utiliza-se higienizacio
das instalacGes e regiao prepucial durante as
fases de pré-colheita e colheita do ejaculado,
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visando reduzir a contamina¢do bacteriana

do mesmo®.

Por outro lado, nio somente o
método’, mas os equipamentos utilizados na
colheita, os funcionarios que manejam os
, € 0 processo de manipula¢io
do sémen até o envasamento!, sio
responsaveis pela contaminagao das
amostras durante o processo de refrigeracao

anirnais““ 1,12

e congelacio.

Esses relatos justificam a pratica
utilizada em algumas centrais de inseminagao
artificial (IA) no Brasil, de realizar lavagem
intraprepucial com solugdo antisséptica,
constituindo medida eficiente para reduzir a
contamina¢iao bacteriana prepucia
flora microbiana do sémen'.

Ha muitos anos, no procedimento de
criopreservagao do sémen bovino adiciona-
se penicilina e estreptomicina aos diluentes,
determinando sensivel reduciao na contagem
de microrganismos. Rodrigues' evidenciou
que Staphylococcus spp, Streptococens sp,
Enterococens sp e Bacillus spp sio sensiveis a
associagdo de penicilina G potassica
(1.000.000 UI/mL) e estreptomicina (1mg/
mL). Esse relato diverge de Spinosa,
Gorniak e Bernardi'®, ao constatarem que a
penicilina ndo é eficaz contra Staphylococcus, e
de Coelho', ao ressaltar que Corynebacterium
pyogenes e Streptococcus spp, encontrados na flora
do sémen de bovinos de algumas centrais
de TA sdo sensiveis a esses antibidticos,
enquanto Staphylococcus spp, Protens sp,
Enterobacter, Psendomonas aeroginosa e leveduras
apresentam resisténcia a esses agentes anti-

microbianos.

Estudos realizados por Bamba et al."’
e Bamba e Sone', com sémen de javali,
mostraram que a penicilina, apesar de
controlar o crescimento bacteriano com
menos eficacia, auxilia na manutenciao da
sobrevivéncia espermatica durante o
armazenamento a 15°C. Corroborando com
isso, Sone" relatou que o controle de diversas
espécies de Pseudomonas é praticamente
ineficaz frente a a¢do de penicilina e

estreptomicina.
1 Nordiodine dergermante, Cinor Sul — strep ¢

Quimica Farmacéutica Devido a essa controvérsia, outros
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antibidticos como cefalosporina tém sido
introduzidos na composi¢ao dos diluentes
de sémen®. Todavia, alguns autores
consideraram de fundamental importancia
a determinacao da flora microbiana do
sémen e prepucio?, assim como a avaliagio
da resisténcia microbiana do sémen frente
aos agentes antimicrobianos de escolha’.

No entanto, apesar de varias décadas
de utiliza¢io de antibiéticos no meio diluidor
do sémen dos animais domésticos, poucas
pesquisas tém sido realizadas com sémen de
reprodutores caprinos, assim como a
sensibilidade desses microrganismos frente
a drogas anti-bacterianas comumente
utilizadas. Por conseguinte, esse trabalho teve
como objetivo avaliar a flora microbiana
encontrada no sémen fresco e no sémen
congelado de reprodutores caprinos, criados
na zona da Mata do Estado de Pernambuco,
assim como a eficacia da gentamicina, e da
associag¢do penicilina + estreptomicina na
viabilidade de doses congeladas de sémen
desses reprodutores.

Materiais e Métodos

Foram utilizados 25 reprodutores
caprinos das racas Boer (4), Alpina Americana
(1), Alpina (4), Anglo-Nubiana (4),
Toggemburg (4), Savana (1), Saanen (2) e
Muciana (5), oriundos de oito propriedades
localizadas na zona da Mata do Estado de
Pernambuco e utilizados como reprodutores
através de monta controlada, os quais
encontravam-se em bom estado nutricional,
sexualmente maduros, com idade de 2 a 5
ano e criados em sistema intensivo, sendo
fornecida suplementag¢io alimentar, além de
agua e sal mineral, ad libitum.

Os animais foram submetidos a duas
colheitas de sémen com vagina artificial,
utilizando uma fémea em estro, ap6s limpeza
da regido prepucial com agua, sabido e
soluciao antisséptica (Nordiodine)', e
secagem com papel toalha. Antes de cada
colheita, 0 mesmo procedimento de lavagem
(15 minutos) e secagem usado para limpeza
da regido prepucial dos reprodutores foi



2 Zeiss - Germany

3 Sigma, Germany.

4 Agrovet, CIBA Geigy Quimica S/A

5 Gentocin, Schering-Plough Coopers

realizado na mucosa e no cone da vagina
artificial.

Ap6s a colheita, as amostras de sémen
foram submetidas a anélise das caracterfsticas
macroscopicas (cot, aspecto, volume) e, a
seguir, colocadas em banho-maria a 37 °C
durante o tempo necessario para avaliacao
microscopica (MIP, vigor, concentragdo e
morfologia espermatica). MIP e vigor
espermatico foram avaliados de forma
subjetiva, através da observag¢ido em
microscépio de luz?, e o resultado foi
expresso, respectivamente, em porcentagem
e em escala de 0 a 5. Em seguida, foram
avaliadas a concentracdo, em Camara de
Neubauer, e a morfologia espermatica, pelo
método de Cimara Umida®.

Imediatamente ap6s as colheitas,
foram retiradas aliquotas de 1,0 mL de cada
ejaculado, colocadas em tubos de ensaio
estéreis e, em seguida, transportadas em caixa
térmica ao laboratdrio, para analise
microbiolégica. As amostras foram
inicialmente diluidas em solucio salina a
0,9%, na propor¢io de 1/10, 1/100 e 1/
1000 (sémen:solucdo salina estéril) e
cultivadas em 4gar sangue de ovino a 5% e
agar Levine, e incubadas em aerobiose a 37
°C. As placas cultivadas foram submetidas
a analise apos 24, 48 e 72 horas de incubacao.
Realizou-se também a cultura do sémen nas
mesmas diluicbes em microaerofilia, a 37 °C,
durante 120 horas. Apds anotagoes das
caracteristicas morfotintoriais das colonias e
coloracao utilizando-se a técnica de Gram,
as bactérias classificadas como Gram
negativas foram submetidas a provas
bioquimicas, para sua posterior identificagao.

Foram realizados antibiogramas das
amostras bacterianas em agar Miller-Hinton,
visando testar a sensibilidade 7z vitro frente a
penicilina (10 mg), estreptomicina (10 mg) e
gentamicina (10 mg). A leitura foi realizada
24 horas ap6s a incubag¢do das placas a 37
°C, procedendo-se a medi¢ao dos halos de
inibicao de crescimento.

Ap6s avaliacdo microbioldgica foram
realizadas novas colheitas de sémen com a
finalidade de proceder a congelacio, visando
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testar a sensibilidade dos microrganismos
frente aos antibidticos para os quais as
bactérias se mostraram sensiveis na andlise 7
vitro. Para diluicdo do sémen, as amostras
foram submetidas a duas lavagens em
solucio de Tris’, na propor¢ao de 1:9 (viv;
sémen:solucdo de lavagem) e centrifugadas
a 600g durante dez minutos. Apos a segunda
lavagem foi acrescentado ao sedimento
diluente a base de leite em pé desnatado,
cujo volume foi dividido em duas partes
iguais, sendo a primeira metade sem o
crioprotetor acrescida a temperatura
ambiente. A seguir, a segunda metade do
diluidor foi acrescido glicerol (14,0%) e,
procedeu-se a divisio em trés aliquotas, as
quais foram acrescidos os antibiéticos, de
acordo com os grupos experimentais: Al =
penicilina + estreptomicina* (2g de sulfato
de esteptomicina, 3.750.000UI de penicilina
G procaina e 1.250.000 Ul de penicilina G
potassica); A2 = gentamicina’® (13,3 mg/
mL); A3 = sem adi¢io de antibiético (Grupo
Controle).

O sémen pré-diluido foi igualmente
dividido em trés amostras e a cada uma foi
adicionada a solug¢ao diluidora. Em seguida,
as mesmas foram levadas ao refrigerador (4
°C) durante duas horas. Apés esse periodo,
cada parcela do diluente contendo o
crioprotetor glicerol (14%) + antibiotico, de
acordo com o grupo experimental (A1, A2
e A3), foi dividida em trés aliquotas e
adicionadas, a intervalos de dez minutos, as
amostras de sémen diluidas e refrigeradas.

Ap6s o envase do sémen em palhetas
(0,25 mL), as doses (200x 10°
espermatozoides) foram expostas ao vapor
de nitrogénio liquido (10 minutos) e arma-
zenadas no botijao criobiolégico (-196 °C).
Para o procedimento de congelagio,
somente foram utilizadas amostras que
apresentaram, no minimo, MIP de 60% e
vigor 3,0, ap6s adigdo do crioprotetor.
Quinze dias apds a congelagdo as doses
foram descongeladas (37 °C, 40 segundos),
avaliadas (MIP e vigor) e, em seguida,
realizados exames microbiolégicos.

Para a analise dos dados utilizou-se
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técnicas de estatistica descritiva e de estatistica
inferencial. As técnicas de estatistica descritiva
envolveram a obtencio de distribui¢es
absolutas e percentuais e medidas estatisticas
(minimo, maximo, média, desvio-padrio e
coeficiente de variacdo) para as variaveis
numéricas. As técnicas de estatistica
inferencial envolveram a utilizacao dos testes
Qui-quadrado ou Exato de Fisher, quando
as condi¢oes para utilizagao do teste Qui-
quadrado ndo foram verificadas; o teste E
através do modelo de blocos completos
aleatorizados, e o teste t-Student pareado®.
O nivel de significancia considerado nas
decisbes estatisticas foi de 5,0 % e utilizou-
se o “software” SAS (Statistical Analysis
System) na versao 8.

Resultados e Discussao

O exames andrologicos dos reprodutores
ndo evidenciou alteracio nos testiculos ou
em qualquer estrutura genital. A analise
macroscopica das amostras de sémen,
observou-se aspecto leitoso espesso, cor
branco marmoéreo e volume médio de 1,47
mL. Na avaliagdo microscopica, evidenciou-
se média de 87,92 = 7,76% de MIP e 4,96

+ 0,20 de vigor espermatico, demonstrando
pequena variabilidade para idade (C.V. =
41,15%), MIP (CV = 8,83) e vigor (CV =
4,03). Estes dados corroboram os descritos
pot Silva* e Salgueiro e Nunes®, em caprinos
da raga Anglo-nubiana, e Cezar et al*, em
SRD, a0 observarem no sémen fresco, 84,99
%, 84,13 % e 88,70 % de MIP, ¢ 4,34, 3,88
e 4,70 de vigor, respecti-vamente.

Em relacio a concentracio e
morfologia espermatica, constatou-se, em
média, 4,75 X 10° espermatozdéides/
cjaculado e 85,1% de células normais,
destacado-se entre as patologias cabeca
piriforme (7,3%) e gota citoplasmatica distal
(2,4 %). No entanto, ao serem agrupadas,
observou-se que 4,9 % das células
apresentavam defeitos menores e 10,0 %
defeitos maiores, classificando os animais
aptos a reprodu¢ao® .

O exame microbiolégico realizado
no sémen fresco constatou a presenca de 10
diferentes espécies de bactérias e um tipo de
levedura, das quais 72,0 e 64,0% das amostras
apresentaram Staphylococcus spp e  Bacillus sp,
respectivamente. Todavia, também foram
encontrados Klebsiela pneumoniae (8,0%),
Candida sp (12,0%), Pseudomonas sp (12,0%),

Tabela 1 - Sensibilidade dos microrganismos isolados no sémen de reprodutores caprinos criados na zona da Mata do Estado de Pernambuco,

aantimicrobianos. Recife (2003)

Grupos Experimentais

Bactérias Penicilina/ Gentamicina Controle

Estreptomicina

N % N % N %
Staphylococcus spp 7/18 38,9 12/18 66,7 16/18 88,9
Streptococcus sp 5/8 62,5 4/8 50,0 8/8 100.,0
Corynebacterium sp 3/6 50,0 2/6 33.3 5/6 83,3
Micrococcus sp 3/8 37.5 5/8 62.5 5/8 62,5
Enterobacter cloacae 0/4 00,0 1/4 25,0 3/4 75,0
Escherichia coli 0/5 00,0 2/5 40,0 4/5 80,0
Bacilus sp 4/16 25,0 10/16 62,5 11/16 68,8
Céndida sp 1/3 33,3 3/3 100,0 3/3 100,0
Shigella sonnei 4/7 57.1 417 57.1 77 100.,0
Klebsiela pneumoniae 0/2 00,0 012 00,0 2/2 100.,0

N = amostras sensiveis/total de amostras testadas
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Enterobacter cloacae (16,0%), Escherichia coli
(20,0%), Corynebacterinm sp (24,0%), Shigella
sonnei (28,0%), Streptococcus sp (32,0%) e
Micrococens sp (32,0%), semelhante aos os
relatos de outras espécies animais'>>*.

Analisando-se a presenca de bactérias
nas diferentes diluicoes (1/10, 1/100 e 1/
1000) constatou-se que houve decréscimo
no numero de bactérias e de leveduras
encontradas nas amostras quando se
aumentou a dilui¢do, com excec¢do para
Enterobacter cloacae e Candida sp.
Observou-se ainda que a freqiiéncia de
bactérias foi menor ou igual nas
concentracoes mais diluidas. Em célculos
auxiliares, determinou-se a presenca de 45
bactérias na concentracio de 1/10, 38 na
concentracio de 1/100 e 24 na concentracio
de 1/1000. Esses achados discordam dos
obtidos por Coelho' em taurinos, que
relatou maior freqiiéncia nas concentragoes
mais diluidas, principalmente, se tratando
de Staphylococcus spp.

O resultado das avaliacSes da
sensibilidade aos trés antibiticos, para cada
uma das bactérias encontradas nas amostras
positivas, encontra-se na tabela 1. Nesta se
constata que o percentual de microrganismos
resistentes oscilou de 22,2 %, para as nove
amostras testadas com Candida sp, até 60,7
% para as 12 amostras de Enterobacter cloacae
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e as nove amostras de Shigella sonnei.

Com excecao de Streptococcus  sp,
Corynebacterium sp, Shigella sonnei e  Klebsiella
pneumoniae, a freqiiéncia de amostras
resistentes foi mais elevada quando utilizou-
se penicilina + estreptomicina, quando
comparada a0 uso de gentamicina ou no
grupo controle. Porém, a freqiiéncia de
amostras resistentes a gentamicina foi menos
elevada, com excecdao do Micrococcus sp e
Bacillus sp. Devido ao numero reduzido de
amostras testadas em algumas bactérias, nao
se realizou testes comparativos de
sensibilidade entre antibi6ticos.

Apos descongelacido, comparou-se
estatisticamente a motilidade no sémen fresco
e pos-congelacio Considerando-se os
diferentes tipos de antibiéticos utilizados na
composi¢io do diluidor, verificou-se que a
média de motilidade espermatica variou de
45,0%, para as amostras criopreservadas
com penicilina/ estreptomicina, até 47,6%
para aquelas com gentamicina, nio se
observando diferenca significativa entre os
dois grupos constituidos por trés diferentes
antibiéticos. Todavia, constatou-se diferenca
altamente significativa (P< 0,01) entre a
motilidade média desses grupos e aquela
observada no sémen fresco. Em relaciao ao
vigor espermatico, foi possivel verificar
diferenca elevada entre a média encontrada

Tabela 2 — Microrganismos isolados em amostras de sémen, pos-descongelacao, de reprodutores caprinos criados naZona da Mata do Estado de

Pernambuco. Recife (2003)

Grupos Experimentais

Bactérias Penicilina/ Gentamicina Controle
Estreptomicina

N % N % N %
Staphylococcus spp 3/25 12,0 0/25 0,0 12/25 48,0
Streptococcus sp 1/25 4,0 0/25 0,0 8/25 32,0
Corynebacterium sp 0/25 0,0 0/25 0.0 9/25 36,0
Micrococcus sp 1/25 4,0 0/25 0,0 6/25 24.0
Bacillus sp 1/25 4,0 0/25 0,0 8/25 32,0
Candida sp 1/25 4,0 1/25 4,0 0/25 0,0
Shigella sonnei 0/25 0,0 1/25 4,0 3/25 12,0

N = amostras sensiveis/total de amostras testadas
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no sémen fresco em relacao ao sémen
descongelado. Entre os grupos constituidos de
penicilina/estreptomicina ou gentamicina, as
médias variaram de 3,0 a 3,1, nio se
constatando diferenca significativa entre
antibidticos. Comparando-se a média do vigor
espermatico nos grupos criopreservados com
aquela encontrada no sémen fresco, observou-
se diferenca altamente significativa (P<0,01). As
diferengas encontradas no MIP e vigor nas
amostras de sémen fresco e criopreservado
sao explicadas pelo fato de que os
procedimentos de criopreservagao causam
extensivos danos as células espermaticas,
devido a alteracles na transicao da fase
lipidica e/ou aumento na peroxidagio®, com
a consequente reducao na velocidade e no
percentual de células méveis™.

Nos exames microbiologicos realizados
nas amostras pos-congelaciao (Tabela 2),
destacaram-se as bactérias Staphylococcus sp
(48,0%), Corynebacterinm (36,0%), Streptococcus sp
(32,0%) e Bacillus sp (32,0%). Para os dois
grupos de antibidticos testados, a maior
freqiiéncia de microrganismo isolado foi para

Staphylococens spp - (12,0%), discordando dos
achados de Rodrigues®, ao afirmar que todas
as bactérias isoladas no sémen bovino foram
sensfveis a associagdo de penicilina G potassica
(1.000.000UI/mL) + estreptomicina (Img/
mL).

Dessa forma, ressalta-se que alguns
microrganismos encontrados em amostras de
semen de reprodutores caprinos apresentaram
resisténcia a penicilina e estreptomicina,
associacao amplamente utilizada nos diluidores
de sémen. O uso de gentamicina é uma
alternativa para o controle efetivo desses
microrganismos, sendo recomendada a
realizacdo de outras pesquisas, utilizando esse
agente anti-microbiano em diferentes
concentracoes, em virtude da possivel agio
toxica que esta droga pode determinar nos
espermatozoides.

Conclui-se que a gentamicina, na
concentra¢ao de 13,3 mg/ml., ¢ o antibidtico
que apresenta melhor atividade antimicrobiana,
sendo recomendada para utilizagdo no
processo de congelagiao de sémen captino.

Microbiological evaluation of buck fresh and frozen semen

Abstract

The aim of this research was to evaluate the microbial flora in the

Key-words:
Microbial Flora.
Estreptomicin.

Penicillin.
fresh and frozen semen of goat reproducers, as well as the effectiveness Gentamicin.
of the antibiotics estreptomicin, penicillin and gentamicin in Semen.

cryopreservation of semen. It were used 25 males of different breeds,
submitted to two semen collect through the artificial vagina method
after cleanliness of prepucial region. The first collection of semen
aimed the microbiological exam. The second collection had as goal
accomplish freezing, after dilution in skimmed milk, with penicillin
+ estreptomicin (Al), gentamicin (A2) or control (A3). After
microscopic evaluation, it was evidenced average of 87.92 £ 7.76%
of MIP and 4.96 * 0.20 of spermatic vigor in fresh semen. Regarding
bacterin evaluation, it was verified, mostly, bacteria of the gender
Sthaphylococcus spp and Bacillus sp. After semen cryopreservation, it
was observed that there wasn’t difference (P>0.05) among groups in
MIP and spermatic vigor. However, in the microbiological evaluation
of frozen-thawed semen, bacteria of Sthaphylococcus spp gender was
present in great part of samples. Gentamicin (13.3mg/mL) promoted
larger inhibition of the bacterial growth in the semen post-freezing,
concluding that gentamicin can be the antibiotic used for freezing of

goat semen.
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