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Resumo:

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade espermatica e caracterizar a microbiota bacteriana
composta no sémen suino fresco e diluido, com o0 uso de dois diferentes diluentes, identificando as
principais bactérias presentes e a sua influéncia na qualidade da dose inseminante final. Foram utilizados
10 gjaculados provenientes de reprodutores suinos das racas Landrace e MS115, coletados através do
método de méo enluvada. As amostras foram armazenadas em temperatura de 16°C até 120 horas e as
doses inseminantes foram avaliadas em trés periodos. As avaliagbes da qualidade espermética foram
referentes ao volume, motilidade, vigor e concentracdo. Para a andlise microbioldgica das amostras, as
bactérias foram inoculadas em placas de Petri contendo meio Agar Padrdio para Contagem (PCA) para
analise macroscopica, enquanto a identificacdo microscopica foi realizada com a coloracéo de Gram e
demais testes bioquimicos até a classificagcdo das bactérias em género. Nos par@metros espermaticos, 0s
dois reprodutores se apresentaram dentro dos padrdes de qualidade estabelecidos. Houve isolamento de
13 géneros entre bactérias Gram positivas e negativas, além do isolamento de uma levedura.
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QUALIDADE E CONTAMINAGCAO BACTERIANA DE SEMEN SUINO COM O USO DE
DOIS DILUENTES

1. INTRODUGAO

O sémen da espécie suina possui caracteristicas diferentes de outras espécies
animais, por ser mais sensivel ao choque ocasionado pelo frio, portanto normalmente o
sémen suino é armazenado em refrigeracdo, em temperatura de 15 a 18 °C. Seu tempo de
conservacgao é limitado, geralmente de trés a cinco dias apds a coleta e elaboracao das
doses, variando de acordo com o tipo de diluente utilizado. Porém esta faixa de temperatura
e periodo de armazenamento ndo inibem o crescimento de micro-organismos capazes de
afetar a qualidade da dose inseminante (BAPTISTA; BERTANI; BARBOSA, 2011).

A utilizacdo da inseminacao artificial € limitada pelos fatores de tempo de
conservagcao do sémen apds a diluicdo, o qual varia de acordo com cada diluente e
temperatura de armazenamento do mesmo. O uso de diluidores no sémen suino permite,
além de aumentar o volume total da amostra, prolongar a viabilidade dos espermatozoides,
fornecendo-lhes nutrientes (MAGNAGO, 2000).

A flora bacteriana encontrada no sémen suino é bastante diversificada, variando de
acordo com o método de coleta, cuidados adotados durante a mesma e o processamento do
ejaculado. Para diminuir este problema, utilizam-se antibiéticos nos diluidores, porém estes
muitas vezes também ndo sao suficientes para impedir o desenvolvimento das bactérias
presentes no sémen suino devido a alta resisténcia destes micro-organismos aos
antibioticos utilizados.

Visando estes fatores, o presente trabalho teve o intuito de avaliar a qualidade do
sémen, através de analises macroscoépicas (aspecto e volume) e microscépicas, quanto a
motilidade e vigor, além da avaliacao da flora bacteriana presente no sémen suino, quanto
ao tipo de bactéria encontrado nas amostras de sémen coletado nos diferentes periodos e

com até 120 horas de armazenamento.

2. METODOLOGIA

O experimento in vivo foi conduzido durante vinte e oito dias entre os meses de
fevereiro e margo do ano de 2017, no setor de Suinocultura do Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia Farroupilha (IFF), campus Sao Vicente do Sul/RS. A
classificagéo bacteriana in vitro foi finalizada em junho do mesmo ano, no Laboratério de

Microbiologia da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA) — campus Dom Pedrito. Os



procedimentos envolvidos neste trabalho foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal do Pampa, com numero de protocolo 003/2017.

Foram utilizados como doadores de sémen dois reprodutores suinos, de linhagens
diferentes, Landrace e MS115, com idade entre 18 e 24 meses. Os animais foram criados
em sistema intensivo, dispostos em baias individuais de piso com cama sobreposta. Os
reprodutores foram alimentados com ragao balanceada de boa qualidade, contendo milho,
farelos de soja e suplemento, com agua fornecida ad libitum.

As coletas de sémen dos animais foram realizadas de acordo com os métodos de
higiene adequados, sempre no periodo da manhd e aconteceram na sala de coleta de
sémen com o0 uso do manequim de monta fixo, através do método de mao enluvada,
contabilizando cinco coletas/animal, com frequéncia de duas coletas por semana,
totalizando 10 amostras de ejaculado por suino.

Para as andlises da qualidade espermatica foram avaliados o volume (mL) de
sémen, motilidade (%) e vigor (1-5), concentracdo espermatica e numero de
espermatozoides viaveis, conforme descrito por Sobestiansky et al. (1998), para entao
serem produzidas as doses de sémen (3x10° espermatozoides viaveis) e divididas em trés
grupos: Grupo 01 - sémen fresco, Grupo 02 - sémen diluido com o diluente Androstar® Plus
(até 7 dias de armazenamento) e Grupo 03 - sémen diluido com o diluente Suidil® (até 5 dias
de armazenamento) num total de cinco amostras por diluente. Cada ejaculado foi separado
em duas aliquotas, uma para a analise do sémen e outra para a avaliagao bacteriana. Cada
dose foi armazenada e refrigerada em temperatura de 16°C e mantida até o ultimo dia de
cada analise.

As avaliagdes ocorreram nos mesmos dias das coletas, denominados, dia zero (DO)
para sémen fresco e diluido e em mais dois periodos, dia trés (D3) e dia cinco (D5), apenas
para o sémen diluido, totalizando 120 horas de armazenamento apds a coleta.

Para a classificacdo bacteriana as bactérias presentes no sémen suino foram
semeadas em meio Agar Padrdo de Contagem (PCA), por espalhamento, através da técnica
de spread-plate em duplicata, incubadas a 36,5°C por 48 horas para quantificagdo (UFC/ml),
conforme descrito por Oliveira (2000). As bactérias crescidas no Agar Padrdo de Contagem
foram classificadas através da analise morfolégica macroscopica e microscopica, assim
como pelas caracteristicas tintoriais e bioquimicas que cada uma apresentava.

Para as andlises de vigor, motilidade e para o crescimento bacteriano, foi realizada
andlise de variancia em blocos com repeticdes de delineamento experimental de 2 blocos
(os cachacos), 2 tratamentos (os diluentes) e 5 repeticbes (as coletas) pelo software
Statistical Analysis System (SAS®). As médias foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA) e ao Teste de Tukey, com nivel de significAncia de 5% (P=0,05).



Foram analisados separadamente o efeito de linhagem e diluente e também foi
realizada analise fatorial e a interagdo entre estes fatores. Realizou-se também analise de
regressao para avaliar o efeito do tempo apos a coleta sobre as varidveis motilidade e vigor.
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e a teste de Duncan
para comparagdo de médias em nivel de significancia a 5%, utilizando o procedimento
PROC GLM do SAS®.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

Nas avaliagbes microbioldgicas realizadas foram isoladas bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, estas ultimas com uma média de frequéncia de 62% para o reprodutor
Landrace e 66% para o MS115. Entre as positivas foram isolados cinco diferentes géneros e
oito para as Gram-negativas (Tabela 1).

Chaves (2016) relatou em seu estudo que encontrou mais de um género bacteriano
nas doses inseminantes de sémen suino, sendo que o mesmo foi verificado nas amostras
coletadas. As bactérias isoladas foram semelhantes para ambos os animais, porém, no

cachaco MS115 também se evidenciou a presenca de levedura no ejaculado.

Tabela 1: Frequéncia (valores absolutos e em percentagem) de micro-organismos
isolados no sémen dos reprodutores Landrace e MS115 durantes as cinco coletas.

Frequéncia %
Micro-organismos

Landrace MS115 Landrace MS115

Staphylococcus spp. 5 5 11 12
§ Streptococcus spp. 5 3 11 7
'g Bacillus spp. 3 2 7 5
E Micrococcus spp. 2 3 4 7
O
Corynebacteriumspp. 1 1 2 2
Sub-total Gram + 16 14 38 34
Krebsiellaspp. 4 4 10 10
m Proteus spp. 4 3 10 7
1 m
> ,
E = Serratiaspp. 4 4 10 10
6 P :
c Burkholderiaspp. 3 3 7 7

Escherichia coli 3 1 7 2



Shigellaspp. 2 3 5 7

Providenciaspp. 1 3 2 7

Levedura - 1 - 2
Sub-total Gram - 26 27 62 66

Total 42 43 100 100

As amostras ndo apresentaram efeito significativo para a analise de regressao
quanto a motilidade e vigor espermatico ao longo do tempo e para os dois animais, sendo
que, apos o periodo maximo de armazenamento (D5), as amostras apresentaram resultados
dentro dos padrbes de qualidade estabelecidos (minimo de 60% para motilidade e 3 para
vigor), sugerindo que ambos os diluentes foram eficientes dentro dos prazos e técnicas
utilizados (Tabela 2).

Tabela 2: Motilidade e Vigor espermatico médios no sémen suino puro e com uso de
diluente.

Avaliacio Androstar® Plus Suidil®

Cachago Pré-dilui¢ao DO D3 D5 DO D3 D5

Mot. Vigor Mot. Vigor Mot. Vigor Mot. Vigor Mot. Vigor Mot. Vigor Mot. Vigor

Landrace 83 3.8 79 3.8 72 3,8 68 3,2 77 4,2 71 3,8 63 3.2

MS115 89 4,6 83 42 73 3,8 65 34 82 44 69 3,8 63 3

DO = dia zero; D3 = dia trés; D5 = dia cinco;

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os principais micro-organismos encontrados neste estudo foram de origem ambiental
€ em cargas que nao prejudicaram a viabilidade das doses inseminantes (Dls), pois os
valores de qualidade espermatica, especialmente das caracteristicas de motilidade e vigor,
responsaveis pela maioria dos descartes das Dls encontraram-se dentro dos paréametros

desejaveis.
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