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Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes antibiéticos (Cloridrato
de Ceftiofur, Sulfato de Estreptomicina e Sulfato de Gentamicina) na
composicao do diluente, sobre a viabilidade espermatica e crescimento
bacteriano do sémen refrigerado de reprodutores suinos. Experimento 1: Apds
a colheita, o ejaculado filtrado foi diluido para uma concentracdo de 50 x 10°

espermatozdides por mL, e posteriormente a diluicdo, no momento TO avaliou-
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se motilidade total (%), motilidade progressiva (%) e vigor (0 - 5). As
amostras foram refrigeradas a 17°C em trés tratamentos: Tratamento I -
sémen diluido com Proli-Max® e Cloridrato de Ceftiofur; Tratamento II - sémen

diluido com Proli-Max®

e Sulfato de Estreptomicina; Tratamento III = sémen
diluido com Proli-Max® e Sulfato de Gentamicina. Novas avaliacdes foram
realizadas com 24, 48 e 72 horas de refrigeracao, apds aquecimento das
amostras em banho-maria a 37°C por 10 minutos. Experimento 2: Foi
inoculado 100 microlitros de uma amostra de sémen refrigerado por zero, 24,
48, e 72 horas em placas de Petri de acordo com os grupos: Grupo I - sem
antibidtico; Grupo II - Cloridrato de Ceftiofur; Grupo III - Sulfato de
Estreptomicina e Grupo IV - Sulfato de Gentamicina. As placas foram mantidas
em estufa a 37°C por um periodo de 48 horas para observagao de crescimento
de colonias de bactérias. Os resultados demonstraram que o antibiético
Sulfato de Gentamicina apresentou uma menor eficiéncia para a manutencao
da viabilidade espermatica até 72 horas de refrigeracdao e demonstrou ser o
melhor para o controle do crescimento bacteriano no sémen de reprodutores
suinos.

Palavras-chave: sémen refrigerado, suinos, antibiéticos.

Effect of antibiotics different in the composition of the diluent, on the

viability of the cooled swine semen

Abstract

The objective of the work were evaluate the antibiotic different effect (ceftiofur
chloridrate, streptomycin sulphate and gentamicin sulphate) in the composition
of diluent, on the spermatic viability and bacterial growth of the cooled swine
semen. The results demonstrated that the antibiotic gentamicin sulphate
presented minor efficiency in the maintenance of the spermatic viability up to
72 hours of refrigeration and demonstrated optimum for the control of the
bacterial growth in the swine semen.

Keywords: cooled semen, swines, antibiotics.



MOUTINHO, E.P.M. et al. Efeito de diferentes antibiéticos na composicdo do diluente, sobre a
viabilidade do sémen suino refrigerado. PUBVET, Londrina, V. 5, N. 19, Ed. 166, Art. 1121,
2011.

1 INTRODUCAO

A manutencdo do sémen suino sob condicoes de refrigeracao tem se
mostrado uma técnica eficiente para a difusdo de material genético através dos
programas de inseminacao artificial. Quando o sémen é adequadamente
processado e armazenado, é possivel a obtencdo de 6timos resultados de
prenhez e de tamanho de leitegada utilizando sémen refrigerado. Muitas vezes,
o sémen coletado é de excelente qualidade, mas erros de coleta,
processamento, armazenamento ou transporte podem reduzir ou comprometer
o potencial fecundante dos espermatozoéides, acarretando quedas na fertilidade
do rebanho (FERREIRA et al., 2005).

O ejaculado, aparentemente, tem um papel pouco importante na
disseminagdo das bactérias contaminantes do sémen apds a inseminacdo
artificial (IA), uma vez que, por meio da inclusdo de uma combinacdo de
antibidticos, pode-se prevenir a transmissdo desses agentes bacterianos
(SCHEID, 2000). Porém, isso de forma alguma significa que as medidas de
higiene referentes as instalacdes, alojamento e cuidado com os animais,
colheita, processamento, armazenamento, distribuicdo e utilizagdo do sémen
possam ser negligenciadas.

A presenca de contaminacdo bacteriana no ejaculado pode ser originaria
de uma infeccao sistémica ou infeccdo do sistema reprodutivo, bem como do
contato do ejaculado com secrecbes prepuciais, pélos, maos do funcionario,
contato indireto com aerossdis, contaminacdo dos materiais e equipamentos
utilizados na colheita (fomites), diluicdo e acondicionamento do sémen
(MAZUROVA & KRPATOVA, 1990). Desse modo, as fases criticas para a
qualidade bacterioldgica do sémen sdo: colheita, manipulacdo e conservacdo
do ejaculado.

Os microrganismos podem afetar diretamente o espermatozdide devido a
competicdo pela utilizacdo de nutrientes naturais do sémen, causar lesdes na
célula por aderéncia a membrana plasmatica ou por metabdlitos toxicos

liberados no meio, bem como infectar a fémea, resultando assim em baixas



MOUTINHO, E.P.M. et al. Efeito de diferentes antibiéticos na composicdo do diluente, sobre a
viabilidade do sémen suino refrigerado. PUBVET, Londrina, V. 5, N. 19, Ed. 166, Art. 1121,
2011.

taxas de concepcao (FERREIRA et al., 2005). Muitos microrganismos podem
localizar-se na cavidade prepucial do reprodutor, tais como: Bacillus sp,
Pseudomonas, Streptococcus sp. O protocolo “Técnica de minima
contaminagao” é um exemplo de procedimento desenvolvido para o controle
da contaminacdao do sémen diluido, e abrange desde a fase pré-colheita,
colheita, preparacao do sémen, e limpeza do laboratério (ALTHOUSE et al.,
2000).

O adequado treinamento da equipe da Central de Inseminacgao Artificial
(CIA) influencia na produtividade do setor, inicialmente pela adequada colheita
do sémen, evitando perdas de parte do ejaculado, cuidados durante a
execucao da colheita de modo a reduzir ao maximo a contaminagao do sémen,
e posteriormente na decisdao de descartar adequadamente os ejaculados
improprios para diluicdo, durante a avaliacdo dentro do laboratério
(BORTOLOZZO et al., 2005). O emprego de materiais descartaveis, desde a
colheita até a infusdo da dose inseminante, proporcionam um menor nivel de
contaminagao do sémen, tanto bioldgicamente (bactérias) como quimicamente
(residuos de detergente provenientes da lavagem, por exemplo), melhorando
a qualidade da dose inseminante (BORTOLOZZO et al., 2002).

A principal conseqiiéncia da contaminacdao do sémen é a reducgdao do
periodo de sobrevivéncia espermatica, ocasionando transtornos a operacao dos
programas de Inseminacdo Artificial. A presenca de bactérias pode causar
significativa reducdao da motilidade, aglutinacdo espermatica, alteracdes
secundarias de acrossoma e morte das células ocorrendo dentro de dois dias
apds a colheita e processamento do sémen, independentemente do diluente
utilizado (ALTHOUSE et al., 2000).

Constata-se na flora do sémen e prepucio de outras espécies, de animais
como bovinos e bufalos, aparentemente sadios, a presenca de bactérias, como
Bacillus sp, Staphylococcus sp, Corynebacterium sp e Streptococcus sp
(RODRIGUES et al., 1999).

A monitoria bacterioldgica periddica do sémen, imediatamente apods a

coleta e em diferentes periodos do processamento e conservacgao do ejaculado,
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€ um procedimento recomendado para avaliacdo do grau de contaminacdo nas
CIAs, indicando a necessidade de mudancas ou corregao dos procedimentos
adotados (ALTHOUSE & LU, 2005). Dessa forma, deve-se evitar que o
ejaculado contaminado seja destinado para a inseminacao antes que sinais
clinicos da doenca sejam reconhecidos e o diagndstico definitivo seja
estabelecido (WEITZE, 1996).

O armazenamento prolongado, em condigcdes de resfriamento, pode
afetar profundamente a qualidade das células espermaticas, uma vez que
condicOes anaerdbicas associadas a contaminagdo microbiana reduzem a
motilidade e a viabilidade espermaticas (RURANGWA et al., 2004). Segundo
Stoss & Donaldson (1982), os fatores mais determinantes do sucesso do
resfriamento sao: reducao da temperatura, fornecimento e troca de gases, e
prevencao do desenvolvimento bacteriano.

Segundo Perestrelo-Vieira & Perestrelo-Vieira (1995), as bactérias
provocam, geralmente, poucos problemas reprodutivos apds a inseminacao,
guando estdo presentes em pequenas quantidades (10 UFC/mL de sémen
diluido), embora constituam um fator de risco em relacdo a fertilidade e a
prolificidade da fémea.

As medidas de higiene visam reduzir ao minimo possivel a contaminagao
por microrganismos normalmente presente nos animais, pessoas e ambiente,
mas ndo sdo capazes de elimina-la totalmente. Por essa razdo, sao adicionados
antibidticos ao diluente. Antibidticos normalmente utilizados para esse fim
apresentam auséncia de espermotoxicidade, porém devem possuir acao
antimicrobiana eficaz, preferencialmente de amplo espectro (CORREA et al.,
2001).

Varios agentes antimicrobianos, dentre eles gentamicina, penicilina,
estreptomicina, tém sido utilizados nos diluentes comerciais para controlar ou
inibir o crescimento bacteriano, uma vez que a temperatura na qual as doses
inseminantes sao estocadas nao é capaz de impedi-lo (FERREIRA et al., 2005).

Alguns microrganismos encontrados em amostras de sémen de

reprodutores caprinos, apresentaram resisténcia a penicilina e estreptomicina,
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associacao amplamente utilizada nos diluidores de sémen. Em contrapartida, a
gentamicina apresenta maior eficiéncia no controle efetivo de microrganismos,
sendo, portanto uma alternativa a ser recomendada, na concentracao de 13,3
mg/mL no processamento de doses inseminantes (COELHO, 1976).

Embora o emprego de alguns antimicrobianos traga prejuizos a
motilidade espermatica, o seu uso reduz o nimero de unidades formadoras de
colonias nas doses produzidas (BORTOLLOZO et al., 2000).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
antibidticos, Cloridrato de Ceftiofur, Sulfato de Estreptomicina e Sulfato de
Gentamicina, na composicdao do diluente, sobre a viabilidade espermatica e

crescimento bacteriano do sémen de varroes refrigerado.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas do Sémen de Varrao

O espermatozdide suino € um dos mais sensiveis ao choque térmico,
guando comparado aos de outras espécies. Varios fatores podem estar
envolvidos na susceptibilidade dos espermatozoides suinos ao choque térmico,
merecendo énfase a forma da cabeca. A forma da cabeca dos espermatozdides
poderia ser uma das razoes para a diferenca de sensibilidade ao choque
térmico entre as espécies. Assim, espermatozdides com cabecas grandes e
achatadas, como as observadas na espécie suina, seriam mais sensiveis do
que os com cabecas menores e mais compactas (WATSON & PLUMMER, 1985).

O conhecimento profundo da estrutura e do funcionamento da
membrana plasmatica dos espermatozdides é ponto inicial para o éxito dos
processos de manipulacdo do sémen, principalmente, tratando-se de espécies
como a suina, cujas células apresentam baixa resisténcia ao choque térmico. A
estrutura basica da membrana plasmatica de qualquer espécie é o mosaico
fluido, constituido por dupla camada lipidica entremeada por moléculas de

proteinas. A estrutura da bicamada lipidica é composta por 65% a 70% de
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fosfolipidios, sendo o acido docosahexandico (DHA) o principal acido graxo
ligado a estes fosfolipidios, conferindo fluidez @ membrana (HOLT, 2000).

Qualquer dano ocorrido no acrossoma pode inibir a capacidade
fecundante do espermatozdide, uma vez que ejaculados suinos com elevado
percentual de acrossomas anormais tem mostrado reduzir a fertilidade dos
animais (PURSEL et al.,1972a).

Os lipidios encontram-se normalmente na fase fluida na temperatura
denominada de fase de transicdao (Tm), que permite movimentagdao na camada
bilaminar. Se a temperatura encontra-se abaixo da temperatura de transicao,
como no congelamento, ela é chamada de fase gel, tornando os lipideos
imoveis. Sabe-se que a fase de transicdao é especifica para cada classe de
lipidio, portanto, a mesma temperatura, regides diferentes da membrana
podem estar na forma fluida ou gel. A excessiva formacao da fase gel pode
resultar em agrupamento das proteinas de membrana. Além disso, o
resfriamento pode resultar em lesdes de membrana irreversiveis (GADELLA,
1996).

Fatores individuais influenciam a qualidade da dose inseminante (DI) e,
conseqlientemente, o desempenho reprodutivo de granjas suinas que
empregam a Inseminacdo Artificial (IA). Estudos tém demonstrado que
existem variacdes individuais na fertilidade e no periodo de preservacdo do
sémen de diferentes machos suinos (WEITZE, 1990a), o que torna a sua
selecdo pela qualidade do sémen um fator importante para o sucesso dos
processos de refrigeragao.

Uma das condicOes essenciais para a producdo de ejaculados férteis, com
grande quantidade de espermatozdides modveis e com percentual aceitavel de
células anormais, é o controle da temperatura no local de alojamento dos
animais. Machos submetidos a 30°C (STONE, 1982) por trés dias (MCNITT &
FIRST, 1970) apresentaram aumento no percentual de alteragcbes na
morfologia espermatica. Machos mantidos em temperaturas entre 26°C e 29°C

por cinco a seis semanas apresentaram um aumento no nimero de ejaculados
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rejeitados por baixa qualidade, resultando em uma diminuicdo do numero de
doses produzidas por macho alojado (FLOWERS, 1997).

2.2 Diluidores de Sémen Suino

Os diluentes de sémen sao compostos com uma ampla variedade de
substancias quimicamente diferentes entre si (aglcares, substancias tampoes,
antibiodticos), que tém a finalidade de manter os espermatozdides vidveis até o
momento de serem introduzidos no trato genital da fémea (FERREIRA et al.,
2005).

O termo diluidor, ou extensor, refere-se a uma solugao aquosa que
possui varias fungoes, tais como a de aumentar o volume do ejaculado total,
fornecer nutrientes para a producao de energia, proteger os espermatozdides
contra o choque térmico, controlar a flutuacdo de pH, manter o balanco
osmatico, inibir o desenvolvimento bacteriano (JOHNSON et al., 2000; LEVIS,
2000) e preservar as caracteristicas funcionais das células espermaticas,
favorecendo a obtencao de taxas de prenhez adequadas (GADEA, 2003).

Atualmente, ha dois grupos de diluidores, chamados diluidores de curta e
de longa duracdo, conforme o periodo de tempo que conseguem preservar o
sémen, com manutencdo de caracteristicas espermaticas e fertilidade
adequada (BRAGA, 2007).

Os diluidores de curta duracdo preservam o sémen por um a trés dias e
sao usados principalmente nas granjas que possuem uma central de IA, sendo
o sémen utilizado dentro de 24 horas apds a coleta, seja na propria granja ou
em granjas proximas. Sao exemplos os diluidores Illinois Variable Temperature
(IVT), Kiev, Beltsville Thawing Solution (BTS) e o Bestsville Liquid (BL-1)
(GADEA, 2003).

Os diluidores de longa duracdo preservam o sémen por mais de quatro
dias e sao utilizados quando o sémen tem que ser transportado a longas
distancias entre a central de inseminacdo e a granja, como é o caso da
Noruega, onde uma central distribui o sémen para todo o territério nacional,

com isso, a central tem maior controle da freqiiéncia de coletas de sémen,
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deixando-o armazenado por um maior periodo de tempo (GADEA, 2003). A
composicao dos principais diluentes utilizados na IA de suinos estd

apresentada na Tabela 1.

TABELA 1 - Composicdao, em gramas, dos principais diluentes utilizados na IA

de suinos.
Tipos de Diluente
Curta Duracao Longa Duragao
Componente (g) BTS KIEW Reading Androhep MR-A*
Glicose Anidra 37,0 60,0 11,5 26,0 +
Citrato de Sdédio 6,0 3,75 11,65 8,0 +
Bicarbonato de
Sddio 1,25 1,25 1,75 1,2 +
EDTA 1,25 3,7 2,35 2,4 +
Cloreto de
Potassio 0,75 - 0,75 - -
Acetato de
Potdassio - +
Tampao TRIS - - 5,5 - -
Acido Citrico - - 4,1 - -
Cisteina - - 0,7 - +
Trealose - - 1,0 - -
Alcool Polivinilico - - 1,0 - -
Albumina Sérica
Bovina - - - 2,5 +
Tampao HEPES - - - 9,0 -
Tampao MOPS +
Agua Destilada qsp adicionar gsp asp qasp
1000 1000
mL 1000 mL 1000 mL 1000 mL mL
* Composicdo mantida como segredo comercial. Adaptado de WEITZE (1991) e ALMOND et
al. (1994).

* QSP: Quantidade Suficiente Para 1000 mL
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2.2.1 Componentes dos diluidores
2.2.1.1 Agua

A agua é um componente essencial e de grande importancia para a
preservacao do sémen, pois mais de 80% do diluidor é composto por agua,
sendo a sua qualidade um fator fundamental para preservar a viabilidade das
células espermaticas durante o periodo de estocagem, sendo os equipamentos
mais utilizados para a purificagdo da agua os deionizadores e destiladores
(ERICH, 2003).

2.2.1.2 Aglcares

A fonte primaria de energia nos diluidores sao os acgucares,
principalmente glicose, frutose e lactose. Outras fontes, como galactose, ribose
e trealose também tém sido utilizadas, embora ndo tenham apresentado
resultados melhores que a glicose (LEVIS, 2000). Os acucares atuam também
na osmolaridade e como um crioprotetor extracelular (PAQUIGNON, 1985). A
degradacdo da glicose, pelo metabolismo espermatico, tem como componentes
finais didxido de carbono (CO,), agua e produtos acidos que alteram o

ambiente em que os espermatozéides se encontram (HAMMERSTEDT, 1993).

2.2.1.3 Eletrolitos

Os eletrdlitos sdo substancias nao metalicas que, em solugao, tornam-se
condutores i6nicos usados para regular a pressao osmotica. fons inorganicos,
como cloreto de potassio e cloreto de sddio, sdo adicionados aos diluidores
para balancear a pressao osmotica (JOHNSON et al., 2000).

A osmolaridade do diluidor, mantida, principalmente, por componentes
ndo idnicos como a glicose (JOHNSON et al., 2000), é um fator importante
para evitar danos a célula espermatica do ejaculado suino (LEVIS, 2000).

O espermatozédide suino tolera uma osmolaridade entre 240 e 380
mOsm, embora pareca que meios isotonicos ou levemente hipertonicos
proporcionam melhor preservacdao da capacidade fecundante quando

comparados aos meios com maior hipertonicidade (WEITZE, 1990a).
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Entretanto, uma pressdo osmoética abaixo de 200 mOsm reduz
significativamente a motilidade ( FRASER et al.,2001).

2.2.1.4 Estabilizadores de membranas

A célula espermatica é envolta por uma membrana plasmatica
constituida de proteinas e lipidios, que sofre mudancas durante a
espermatogénese, transito epididimario, ejaculacdo, estocagem e resfriamento
(HAMMERSTEDT & PARKS, 1987).

Varios tipos de componentes tém sido adicionados aos diluidores visando
prevenir ou retardar as alteragdes estruturais e funcionais da membrana
plasmatica (LEVIS, 2000), dentre eles, a Albumina Sérica Bovina (BSA), o
Butilato de Hidroxitolueno (BHT), o acido etileno-diamino-tetracético (EDTA), o

alcool polivinilico (PVP-40) e o 2-Hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HBCD).

2.2.1.5 Tampoes

A concentracdo de ions H* numa solugdo é conhecida como pH (LEVIS,
2000). O pH do sémen a fresco do suino é levemente alcalino, oscilando entre
7,3 a 7,9 (HAFEZ, 1993). Quando o pH é reduzido, o metabolismo e a
motilidade também o sdo (HANCOCK E HOWELL, 1959).

O 4&cido latico é o principal metabdlito deste processo e tem sido usado
como um indicador da qualidade do sémen, em virtude de ser oriundo do
metabolismo da célula espermatica bem como de bactérias. A concentragao de
acido latico aumenta durante a preservacdo do sémen, com o valor do pH
tornando-se mais acido durante o periodo de armazenamento (LEVIS, 2000).
Desta forma, para que o pH do sémen diluido mantenha-se dentro de limites
aceitdveis para a adequada sobrevivéncia espermatica, tampdes tém sido
incorporados aos diluidores. Os tampdes comumente utilizados sdao o
bicarbonato de sddio, o citrato de sdédio e o cloreto de potassio, mas com
capacidade limitada (LEVIS, 2000). Estes sais sao comumente utilizados como

tampOes para manter a bomba de sdédio e potassio da célula, prevenindo a
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exaustdo de potassio e, consequentemente, a perda de motilidade (JONHSON
et al., 2000).

2.2.1.6 Antioxidantes

A peroxidacdo dos lipidios ocorre nas espécies reativas ao oxigénio
durante a preservacdo do sémen, podendo ser agravada na presenca de maior
proporcdo de acidos graxos insaturados e do baixo nivel de antioxidante
presente no espermatozdide. Assim, a suplementacao com varios tipos de
antioxidantes tem melhorado a viabilidade e motilidade espermaticas no
sémen diluido ou criopreservado de varias espécies (FUNAHASHI & SANO,
2005).

O butilato de hidroxitolueno (BHT) é um antioxidante e tem solubilidade
extremamen- te baixa em solugdes aquosas (LEVIS, 2000).

O BHT atua na membrana plasmatica aumentando a sua fluidez e
tornando as células espermaticas do touro (GRAHAM & HAMMERSTEDT, 1992),
carneiro (WATSON & ANDERSON, 1983) e varrao (BAMBA & CRAN, 1992)
menos susceptiveis ao choque térmico. Além disso, o BHT mostra-se efetivo
gquando as células espermaticas do varrdao sdo submetidas ao resfriamento
lento a 5°C (JONHSON et al., 2000).

2.2.1.7 Antibioticos

Varios agentes antimicrobianos, dentre eles gentamicina, penicilina,
estreptomicina, tém sido utilizados nos diluentes comerciais para controlar ou
inibir o crescimento bacteriano, uma vez que a temperatura na qual as doses

inseminantes sao estocadas ndo é capaz de impedi-lo (FERREIRA et al., 2005).

2.3 Flora Bacteriana do Sémen de Suino

Bons resultados reprodutivos estdo associados a qualidade da dose
inseminante, independentemente da espécie. Todos os procedimentos
realizados antes da utilizacdo do sémen devem estar sob controle de forma a

evitar as contaminagdes bacterianas oriundas do préprio animal (processos
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infecciosos), da falta de higiene, da técnica de coleta utilizada ou da
manipulagao durante o processamento ou transporte da dose inseminante
(ALMOND & POOLPERM, 1996).

As diferencas encontradas quanto ao aspecto microbioldégico do sémen se
devem aos métodos utilizados para avaliar o crescimento bacteriano, o método
de coleta ou a forma de higienizacdo durante a mesma, além das diferencas
entre individuos (AAMDAL et al., 1958). Praticas apropriadas de higienizacao
antes e durante a coleta, e eliminacdo das fracdes pré-espermatica e gel tém
sido as medidas mais eficazes para reduzir a contaminacao do ejaculado e o
crescimento bacteriano do sémen suino armazenado (AAMDAL et al, 1958;
ALTHOUSE & LU, 2005).

A fonte primaria de contaminacdao bacteriana é o préprio varrdo. Outros
fatores podem potencializar o crescimento bacteriano no sémen, como as fezes
e o fluido do diverticulo prepucial. A contaminacdao pode originar-se de uma
Unica fonte, como por exemplo, a mao do coletador, materiais usados no
laboratério (pipetas e termémetros) e a agua usada no preparo do diluidor,
principalmente nos periodos chuvosos (ALTHOUSE et al., 2000). Alguns
equipamentos, como banho-maria e estufa, uma vez contaminados, produzem
excelente ambiente para o crescimento bacteriano, tornando-se fontes de
contaminagdo para outros equipamentos e para o préprio sémen (ALMOND &
POOLPERM, 1996). As bactérias sobrevivem muito bem nos diluidores
normalmente utilizados, quando antibidticos ndo sdo adicionados a eles. O
diluidor BTS, por exemplo, tém em sua composicdo 37 gramas de glicose por
litro, sendo que, para o crescimento de E. coli, sao necessarios apenas dois
gramas de glicose por litro (ALMOND & POOLPERM, 1996).

A Tabela 2 mostra alguns dos principais microrganismos isolados de
sémen in natura e diluido em cinco centrais de IA de suinos (BENNEMAN,
1998).
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TABELA 2 - Bactérias mais prevalentes, isoladas do sémen in natura e diluido

em cinco centrais de inseminacgdo artificial de suinos.

Bactérias/Centrais A B C D E
Staphylococcus sp. * * * *
Estreptococcus sp. * * * * *
Escherichia coli * *
Pseudomonas sp. * * *

Bacillus sp. *

Fonte: Bennemann (1998).

O efeito deletério da contaminacao bacteriana pode ser produzido direta
ou indiretamente pelas bactérias nos espermatozdides. No decorrer do periodo
de armazenamento, o aumento da populacdo microbiana pode levar ao
acumulo de toxinas e metabdlitos que afetam a sobrevivéncia e a capacidade
fecundante dos espermatozdides. Além disso, a acidificacdo do meio causado
pela maioria das bactérias, exceto Escherichia coli, podera levar a reducado da
viabilidade espermatica causando assim um efeito espermicida diretamente
sobre a célula (ALTHOUSE et al., 2000).

2.4 Antibioticos Utilizados no Sémen de Varroes

Os antibioticos tém sido utilizados no sémen diluido por mais de 40 anos,
embora tenham apresentado efeitos benéficos e prejudiciais (POOLPERM,
2001).

Segundo Sone (1982), os antibidticos sdo utilizados para prevenir a
contaminagao do trato genital da fémea suina e evitar que a qualidade do
sémen e longevidade sejam prejudicadas, onde a associacao de antibidticos
mais comum é a da penicilina com a estreptomicina. A escolha da
estreptomicina tem se mostrado em ser utilizada na presenca de leptospirose
em varias regides (VAN SCHIE, 1996).

A selecdo apropriada do antibidtico requer algumas consideragdes e tem
sido um problema de dificil solucdo. Considerando que as bactérias podem

desenvolver resisténcia aos antibidéticos quando usados por muito tempo ou
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continuamente em doses baixas (ALMOND & POOLPERM, 1996), outros grupos
de antibidticos, como os aminoglicosideos e combinagdes entre eles tém sido
estudados (WALTZ et al.,1968) ou, ainda, diferentes temperaturas de
armazenamento (POOLPERM, 2001). Os aminoglicosideos como sulfato de
gentamicina, vanamicina, neomicina e polimixina B também tém sido usados
nos diluidores (ALTHOUSE et al., 2000).

Segundo Sone (1982), os aminoglicosideos sao considerados como os
antibidticos mais efetivos para controlar a contaminacao de E. coli no sémen.

Deve-se considerar que durante o tratamento de infecgOes bacterianas,
sdo necessarias varias doses de antibidticos para manter a concentracdo
minima inibitéria adequada nos tecidos ou no sangue (ALMOND & POOLPERM,
1996).

A escolha do antibidtico ndo garante a total protecdo espermatica contra
seus efeitos deletérios. Além disso, observa-se que a resisténcia aos
antibidticos freqientemente usados nos diluidores é comum (ALTHOUSE & LU,
2005).

O controle do crescimento bacteriano tem sido relacionado como um dos
principais problemas envolvendo a utilizagdo da IA em suinos. A coleta de um
ejaculado livre de contaminagdo na rotina das centrais é praticamente
impossivel e, na temperatura de armazenamento do sémen, geralmente entre
150C e 20°C, nao ocorre inibicado do crescimento bacteriano (WALTZ et
al.,1968), como é o caso das bactérias gram negativas E.coli, Salmonella e
Pseudomonas, que sobrevivem e crescem nesta faixa de temperatura
(ALMOND & POOLPERM, 1996).

O crescimento bacteriano, por sua vez, pode prejudicar a qualidade do
sémen bem como a sua longevidade, devido a redugdao da motilidade, presenca
de aglutinacdo ou “clumping” (aglomerado de células com dificuldade de se
dispersar e que apresentam movimento estdtico), anormalidades de
acrossomas e reducao do pH (ALTHOUSE et al., 2000).

Assim, além da adicao obrigatéria de antibidticos aos diluidores de

sémen, medidas preventivas rigorosas devem ser tomadas para a redugao da
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contaminacao das doses inseminantes, desde a preparacao do varrao para a
coleta até o processamento do sémen. E recomendavel que se realize
avaliacdes de amostras de sémen para o melhor controle bacteriano das

amostras com 48 horas pos-processamento (ALTHOUSE & LU, 2005).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Experimento 1: - Avaliacdao da Viabilidade Espermatica

O experimento foi conduzido na estacao experimental de Zootecnia do
Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde no periodo de 06/07/2009 a
27/07/2009. Os machos utilizados foram selecionados aleatoriamente de uma
leitegada recém desmamada em funcdao do desempenho dos mesmos. Os
animais foram mantidos em baias coletivas até a puberdade, sendo entao,
transferidos aos sete meses de idade para gaiolas individuais, iniciando-se
entdao o processo de treinamento dos animais para saltarem sob o manequim,
para entdo serem realizadas as colheitas de sémen.

Diariamente a partir da puberdade, os animais eram alimentados com
dois Kg de racdo (em dois arracoamentos), e agua ad libitum. O manejo de
condicionamento e treinamento dos animais até o manequim foi realizado
inicialmente trés vezes por semana durante um periodo de 15 minutos. Com
0s animais ja adaptados, manteve-se o ritmo de uma colheita de sémen
semanal.

O manequim para colheita fixado na parte central da sala era protegido
por uma manta de borracha para melhor conforto dos animais durante os
saltos a fim de evitar incisdes nas regides do abdomen e prepucio. Os
materiais empregados nas colheitas foram luvas, papel toalha e copo coletor.

Precedente aos saltos realizava-se uma higienizagcao da regiao prepucial
dos animais para evitar a contaminacao do ejaculado.

As colheitas foram realizadas através da técnica da mao enluvada apos a
exteriorizacdo e direcionamento do pénis, em recipiente plastico de 500 mL

previamente aquecido em estufa a temperatura de 35°C-37°C, tendo sobre a
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cobertura, papel filtro para retencao da fragao gelatinosa. Quatro reprodutores
suinos, foram utilizados, totalizando seis ejaculados por animal, para
refrigeracdo das aliquotas de sémen em trés tratamentos.

O meio utilizado para diluicao das amostras foi preparado com 12,5 g de
Proli-Max® (Vet Life - Nova Odessa - SP ) e 250 mL de 4gua destilada. Para
cada antibidtico usado, considerava-se a mesma quantidade de diluente
preparado (12,5 g de Proli-Max® / 250 mL de &gua destilada), onde se tinha
variacdo apenas na quantidade de cada antibidtico utilizado.

Apds a colheita de sémen, realizava-se a filtragdo no laboratério, para
retirada da porcao gel sendo entao avaliados em seguida o volume, motilidade
total, motilidade progressiva, vigor, e concentracdo do sémen puro para
verificar sua qualidade, para ser entao refrigerado. Em seguida, dividiu-se o
sémen em trés partes para diluicdo de acordo com os seguintes tratamentos:
Tratamento I - sémen diluido para uma concentracdo de 50 x 10°
espermatozdides por mL, com Proli-Max® (Vet Life, Nova Odessa - SP)
contendo o antibidtico Excenel®(Pfizer - Guarulhos - SP ) - 0,33 mL/250 mL
de Proli-Max® diluido (Cloridato de Ceftiofur — 66,6 mg/L);

Tratamento II - sémen diluido com Proli-Max® contendo o antibidtico
Estreptomicina 5g® (Vitalfarma - S3o Sebastido do Paraiso - MG) - 0,25g/250
mL de Proli-Max® diluido (Sulfato de Estreptomicina — 1,0 g/L);

Tratamento III - sémen diluido com Proli-Max® contendo o antibiético
Gentaflex® (Eurofarma - S3o Paulo - SP) - 1,9 mL/250 mL de Proli-Max®
diluido (Sulfato de Gentamicina = 300 mg/L).

Logo apés a diluicdo do sémen, no momento (T0), foram avaliados os
parametros de qualidade do sémen dillido: motilidade total (MT - %),
motilidade progressiva (MP - %) e vigor (V - 0 a 5).

As amostras de sémen diluido foram acondicionadas em tubos de
centrifuga de 15 mL e refrigeradas a 17°C. As avaliacbes foram novamente
realizadas apds 24 (T24), 48 (T48), e 72 (T72) horas de refrigeracao.
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As andlises de MT (%), MP (%) e vigor (0-5) foram realizadas através de
microscopia Optica, utilizando uma gota de sémen colocada entre lamina e
laminula, previamente aquecidas a 37°C.

Para as analises nos momentos T24, T48 e T72 horas, retirava-se um mL
de cada amostra que eram colocados em eppendorfs previamente identificados
com os antibidticos testados, sendo estas amostras pré-aquecidas por 10
minutos a 37°C.

Para analise estatistica utilizou-se um esquema fatorial 3x4 (trés
antibidticos x quatro tempos), com avaliacdo de anadlise de variancia
comparada entre as médias dos grupos seguido do teste de Tukey. O nivel de
significancia considerado foi de 5% sendo o programa utilizado para as

analises estatisticas o software Sisvar 5.0 versao - 2009.

3.2 Experimento 2: - Avaliacao do Crescimento Bacteriano

Para avaliacdo da eficiéncia dos antibidticos testados no controle do
crescimento bacteriano, no sémen refrigerado de varrdes, realizaram-se cinco
colheitas de sémen de um varrao, conforme metodologia descrita no
experimento 1.

Apds a colheita o ejaculado foi filtrado, analisado e em seguida diluido de
acordo com 0s seguintes grupos:
Grupo I - sémen diluido com Proli-Max® Vet Life (12,59 em 250 mL de dgua
destilada); sem Antibidtico (Controle).
Grupo II - sémen diluido com Proli-Max® Vet Life (12,5g em 250 mL de dgua
destilada) contendo o antibidtico Cloridato de Ceftiofur (66,6 mg/L) - Excenel®
0,33 mL/250 mL de Proli-Max® diluido;
Grupo III - sémen diluido com Proli-Max® Vet Life (12,59 em 250 mL de agua
destilada) contendo o antibidtico Sulfato de Estreptomicina (1,0 g/L) -
Estreptomicina 5g® 0,25g/250 mL de Proli-Max® diluido;
Grupo IV - sémen diluido com Proli-Max® Vet Life (12,5g em 250 mL de &gua
destilada) contendo o antibidtico Sulfato de Gentamicina (300 mg/L) -
Gentaflex®1,9 mL/250 mL de Proli-Max® diluido.
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As amostras de sémen foram conservadas sob refrigeracdo a 17°C por
72 horas. Foi avaliado crescimento bacteriano das amostras oriundas de um
mesmo varrao logo apds a diluicao (T0), apds 24 (T24), 48 (T48) e 72 (T72)
horas de refrigeracao.

Em cada momento avaliado, realizou-se uma diluicao retirando-se um
mL de cada amostra que foi adicionada a tubos de ensaio contendo 9 mL de
solugdo salina, constituindo-se um fator de diluigdo 10'e desta solugdo, 100
microlitros ou 0,1 mL foram inoculados em placas de Petri esterilizadas e
devidamente identificadas com o respectivo tratamento e tempo de
refrigeracdo contendo meio de cultivo enriquecido BHI (Infusdo de Cérebro e
Coracdo) recomendado para o cultivo de bactérias exigentes, sendo este
procedimento repetido em todos os grupos.

Realizaram-se movimentos circulares nas placas pela técnica de
espalhamento por superficie utilizando-se uma algca de Drigaslky, com o intuito
de se obter uma boa homogeinizagao do indculo sobre a superficie do agar.

Apds a semeadura, as placas foram incubadas a 37°C, por 48 horas,
para verificar o crescimento bacteriano.

Apds as placas permanecerem por 48 horas na estufa, realizou-se entdo
a contagem das col6nias de bactérias de forma direta sobre as placas.
Estabeleceu-se uma contagem entre 30 a 300 col6nias para quantificacdo das
mesmas. Os resultados da contagem foram expressos em Unidade Formadora
de Col6nia (UFC) ou nimero de colonias por mL. Para as analises estatisticas
os dados foram transformados para logaritmo. O delineamento experimental
utilizado foi o de esquema em fatorial 4x4 (quatro antibidticos x quatro
tempos) com andlise estatistica feita pela avaliacdo das médias seguida do
teste de Tukey para a comparacdo entre os grupos. A andlise das diferengas
entre as médias foi feita utilizando o programa Sisvar 5.0 versao - 2009, com

um intervalo de confianga de 5 % (p< 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1: Avaliacdao da Viabilidade Espermatica

Os dados apresentados nas Tabelas 3, 4, 5 e 6 mostram as médias de
MT (%), MP (%) e V (0-5) dos tratamentos avaliados nos momentos TO0, T24,
T48 e T72, respectivamente.

Nao foi observada diferenga significativa entre os tratamentos utilizados,
logo apods a diluicdo conforme o demonstrado na tabela trés. Entretanto, houve
influéncia dos tratamentos testados sobre a viabilidade espermatica apds as
amostras terem sido refrigeradas por 24 horas, de acordo com os resultados
apresentados na tabela quatro.

Apds 48 e 72 horas de refrigeracdo, observou-se uma reducdo nas taxas
de motilidade total, progressiva e vigor, na presenca da gentamicina sobre os
outros antibidticos na qualidade do sémen, conforme as tabelas cinco e seis,
mostrando-se o antibidtico de menor potencialidade para manutencdo da

qualidade do sémen suino refrigerado.

TABELA 3 - Porcentagem de MT, MP e Vigor do sémen de reprodutores suinos

no momento TO, logo apds a diluigao.

Parametros
Tratamentos MT (%) MP (%) V (0-5)
C. Ceftiofur 78,54 a 71,25 a 2,79 a
S. Estreptomicina 78,33 a 69,12 a 2,75 a
S. Gentamicina 73,54 a 66,45 a 2,66 a
*C.V. (%) 22,49 28,07 24,22

*Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem significativamente pelo teste de
Tukey (P<0,05).
*C.V.: Coeficiente de Variacao
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TABELA 4 - Porcentagem de MT, MP e Vigor do sémen de reprodutores suinos

com 24 horas de refrigeracao.

Parametros
Tratamentos MT (%) MP (%) V (0-5)
C. Ceftiofur 52,29 ab 42,29 a 1,87 a
S. Estreptomicina 63,95 a 50,00 a 2,20 a
S. Gentamicina 47,29 b 36,91 a 1,70 a
C.V. (%) 22,49 28,07 24,22

*Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem significativamente pelo teste de
Tukey (P<0,05).

*C.V.: Coeficiente de Variacao

TABELA 5 - Porcentagem de MT, MP e Vigor do sémen de reprodutores suinos

com 48 horas de refrigeracao.

Parametros
Tratamentos MT (%) MP (%) V (0-5)
C. Ceftiofur 48,33 a 36,16 a 1,70 a
S. Estreptomicina 57,70 a 45,62 a 1,79 a
S. Gentamicina 23,54 b 12,70 b 0,83 b
C.V. (%) 22,49 28,07 24,22

*Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem significativamente pelo teste de
Tukey (P<0,05).

*C.V.: Coeficiente de Variagao

Os resultados deste trabalho diferem dos encontrados por Martin-Rillo et al.
(1984), que citam a gentamicina como um antimicrobiano adequado as
condicoes de conservacao prolongada dos espermatozdides do varrao.
Entretanto, os resultados observados neste trabalho assemelham-se aos
encontrados por Reis et al. (1999); Gopalkrishnan et al. (1994) e Kemp &
Soede (1997) que afirmaram que a gentamicina apresenta efeito negativo
sobre a motilidade espermatica apesar de nao apresentar efeito deletério sobre

a integridade do acrossoma.
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TABELA 6 - Porcentagem de MT, MP e Vigor do sémen de reprodutores suinos

com 72 horas de refrigeragao.

Parametros
Tratamentos MT (%) MP (%) V (0-5)
C. Ceftiofur 41,25 a 32,70 a 1,20 a
S. Estreptomicina 56,66 a 46,04 a 1,58 a
S. Gentamicina 4,37 b 1,87 b 0,29 b
C.V. (%) 22,49 28,07 24,22

*Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem significativamente pelo teste de
Tukey (P<0,05). *C.V.: Coeficiente de Variacao

Desta forma, o uso deste antibidtico no meio diluidor do sémen suino
deve ser melhor avaliado.

A membrana plasmatica do espermatozodide de reprodutores suinos
mostra-se altamente sensivel a temperaturas de armazenamento abaixo de 10
°C de refrigeragao e principalmente congelacao devido a mesma possuir pouca
quantidade de colesterol na sua constituicao estrutural (DE LEEUW et al.,
1990). Sendo assim, antibidticos mais oleosos como o Excenel®(Cloridrato de
ceftiofur), podem proporcionar aos espermatozdides maior protecdo contra o
efeito da temperatura sobre a qualidade dos parametros espermaticos,
podendo agir como um bom crioprotetor.

O efeito crioprotetor do colesterol parece ser importante durante a fase
de transicdo, na qual os lipidios da membrana passam de um estado liquido
cristalino para o estado gel durante o resfriamento (PURDY & GRAHAM,
2004b). Avaliando o efeito da incorporacao do colesterol a membrana
plasmatica de espermatozédides eqliinos, ZAHN (2002), cita que a incorporacao
do colesterol ndo interfere no vigor, nem na motilidade subjetiva dos
espermatozoides. Sémen bovino com a adicdo de colesterol, resulta em altos
percentuais de motilidade e viabilidade espermatica apds a descongelacdo
(AMORIM et al, 2009; PURDY & GRAHAM, 2004b). Segundo Zahn (2002), a

adicdo do colesterol aumenta a relagdao colesterol: fosfolipidio, elevando a
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rigidez da membrana, o que compromete a capacitacdo e a reacao do
acrossomo essenciais para que a fertilizacdo do odcito ocorra (ZAHN, 2002).

Estudos mostram que a adicdo de colesterol a membrana impede que
ocorra a perda deste durante os processos de criopreservacao (MOORE et al.,
2005). Porém, o excesso de colesterol pode afetar a ocorréncia da capacitacao
e da reacao do acrossomo (ZAHN, 2002; PURDY & GRAHAM, 2004b). A
diferenca na composicdo da membrana espermatica entre individuos de
espécies diferentes e dentro da mesma espécie faz com que um determinado
diluidor possa conferir maior ou menor protecdao aos espermatozodides
(OLIVEIRA, 2003).

O grupo Gentamicina demonstrou uma tendéncia em reduzir o potencial
fertilizante do sémen refrigerado de suinos.

Os dados apresentados nas tabelas 7, 8 e 9 mostram respectivamente as
médias de MT (%), MP (%), e V (0-5) dentro dos tratamentos avaliados nos
momentos 0, 24, 48 e 72 horas de refrigeragao.

Em decorréncia dos resultados, nota-se influéncia de interacdao entre o
tempo de refrigeracdao e tratamentos utilizados sobre a manutencdo da
qgualidade do sémen.

A MT do sémen diluido com Cloridrato de Ceftiofur reduziu do momento 0
hora para o 24 horas, (p<0,05). Porém, a MT das amostras se manteve
semelhante de 24 até 72 horas, (p>0,05). Resultado semelhante foi observado
com o antibidtico Sulfato de Estreptomicina. Entretanto, as amostras diluidas
com o antibidtico Sulfato de Gentamicina apresentaram uma reducdao da MT
com o passar do tempo (p<0,05), conforme os resultados demonstrados na
Tabela 7.

Os resultados de MP das amostras, dentro de cada grupo entre os
tempos de refrigeracao foram semelhantes aos resultados da MT, pois tanto
utilizando Cloridrato de Ceftiofur quanto Sulfato de Estreptomicina as
motilidades progressivas do momento 24 horas foram iguais as dos momentos

48 e 72 horas. Entretanto, a motilidade progressiva do grupo Sulfato de
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Gentamicina reduziu com o passar do tempo, conforme os dados apresentados
na Tabela oito.

TABELA 7 - Porcentagem de MT do sémen de reprodutor suino diluido com os
antibidticos Cloridrato de Ceftiofur, Sulfato de Estreptomicina e Sulfato de

Gentamicina nos momentos 0, 24, 48 e 72 horas de refrigeragao.

Antibioticos
Tempo C. Ceftiofur S. Estreptomicina S. Gentamicina

0 78,54 Aa 78,33 Aa 73,54 Aa

24 52,29 ABb 63,95 Aab 47,29 Bb

48 48,33 Ab 57,70 Ab 23,54 Bc

72 41,25 Ab 56,66 Ab 4,37 Bd
Fontes de Variacao - - -
Antibidtico 0,0000 - -
Tempo 0,0000 - -
Antibidtico x Tempo 0,0002 - -
*C.V. (%) 22,49 - -

*Médias seguidas de letras diferentes, maidsculas nas linhas e mindsculas nas colunas diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

*C.V.: Coeficiente de variagao

TABELA 8 - Porcentagem de MP do sémen de reprodutor suino diluido com os
antibidticos Cloridrato de Ceftiofur, Sulfato de Estreptomicina e Sulfato de

Gentamicina nos momentos 0, 24, 48 e 72 horas de refrigeragao.

Antibioticos

Tempo C. Ceftiofur S. Estreptomicina S. Gentamicina

0 71,25 Aa 69,12 Aa 66,45 Aa

24 42,29 Ab 50,00 Ab 36,91 Ab

48 36,16 Ab 45,62 Ab 12,70 Bc

72 32,70 Ab 46,04 Ab 1,87 Bc
Fontes de Variacao - - -
Antibidtico 0,0000 - -
Tempo 0,0000 - -
Antibidtico x Tempo 0,0021 - -
*C.V. (%) 28,07 - -

*Médias seguidas de letras diferentes, mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas diferem

significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05). *C.V.: Coeficiente de variagao
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De acordo com a tabela nove, o antibidtico Sulfato de Estreptomicina
mostrou-se mais eficiente para manutencao do vigor com o passar do tempo
de refrigeracao, pois o vigor do sémen manteve-se igual de 24 até 72 horas
(p>0,05). Entretanto, este fato ndo foi observado com os antibidticos

Cloridrato de Ceftiofur e Sulfato de Gentamicina (p<0,05).

TABELA 9 - Porcentagem de Vigor do sémen de reprodutor suino diluido com
os antibidticos Cloridrato de Ceftiofur, Sulfato de Estreptomicina e Sulfato de

Gentamicina nos momentos 0, 24, 48 e 72 horas de refrigeragao.

Antibioticos
Tempo C. Ceftiofur S. Estreptomicina S. Gentamicina

0 2,79 Aa 2,75 Aa 2,66 Aa

24 1,87 Ab 2,20 Aab 1,70 Ab

48 1,70 Abc 1,79 Ab 0,83 Bc

72 1,20 Ac 1,58 Ab 0,29 Bc
Fontes de Variagao - - -
Antibidtico 0,0000 - -
Tempo 0,0000 - -
Antibidtico x Tempo 0,0213 - -
C.V. (%) 24,22 - -

*Médias seguidas de letras diferentes, mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas diferem

significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).*C.V.: Coeficiente de variagao

4.2 Experimento 2: - Avaliagcao Do Crescimento Bacteriano

A Tabela 10 demonstra as médias de unidades formadoras de col6nia
(UFC), obtidas através da anadlise microbioldégica das amostras refrigeradas do
sémen de varrao.

Na Tabela 10 foi possivel observar que o antibiético Sulfato de
Gentamicina, mostrou ser o mais adequado (p<0,05) o controle do
desenvolvimento bacteriano no sémen diluido de reprodutores suinos. Este
melhor controle do desenvolvimento bacteriano pela gentamicina podera
prolongar o periodo de conservacao do sémen, uma vez que havera uma

menor competicdo pelo oxigénio presente no meio diluidor (REIS et al., 1999).
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Os demais grupos nao tiveram a mesma eficiéncia de impedir o avanco do
desenvolvimento bacteriano apds a refrigeracdo do sémen, no entanto a
Estreptomicina e Ceftiofur foram mais eficientes na auxilio da manutencdo da
sobrevivéncia espermatica durante o armazenamento a 17°C, conforme os
resultados demonstrados nas Tabelas do experimento 1, fato este que nao foi

observado com as amostras diluidas com Sulfato de Gentamicina.

TABELA 10 - Média de UFC/mL observadas no sémen de reprodutor suino,
refrigerado por 24, 48 e 72 horas, diluido com os antibidticos Cloridrato de

Ceftiofur, Sulfato de Estreptomicina e sulfato de Gentamicina.

Tempo

Tratamentos TO T24 T48 T72 Médias

UFC/ml

(log)

Sem antibidtico 3,82 3,32 3,41 3,35 3,48 a
C. Ceftiofur 3,50 2,47 2,75 3,05 2,86 ab
S. Estreptomicina 2,33 2,01 2,68 2,71 2,55v ab
S. Gentamicina 1,35 1,59 1,91 2,27 1,78 b
Médias 2,75 a 2,35 a 2,69 a 2,85 a -
CV% 44,06 - - - -
Antibidtico 0,0018 - - - -
Tempo 0,6487 - - - -
Antib x tempo 0,9197 - - - -

Os dados obtidos em UFC/mL foram transformados para logaritmo na base dez para analise
estatistica. *Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem significativamente pelo
teste de Tukey (P<0,05).

Embora a Gentamicina tenha se mostrado eficiente para o controle do
crescimento microbiano, fato este ja demonstrado por Bortolozzo et al. (2000),
Reis et al., (1999), afirmaram que a gentamicina tem efeito negativo sobre a
motilidade espermatica apesar de nao apresentar efeito deletério sobre a
integridade do acrossoma. Coelho, (1976) observou que a Gentamicina é uma
boa alternativa para controlar o crescimento bacteriano no processamento de

doses de sémen na concentragao de 13,3 mg/L.
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Os resultados deste trabalho foram semelhantes aos encontrados por
Souza et al., (2006) que citam a Gentamicina como uma alternativa para o
controle efetivo de microrganismos com a capacidade de reduzir os niveis de
contaminagao. Este anti-microbiano deve ser utilizado em diferentes
concentracdes, em virtude da possivel acao tdéxica que este podera
proporcionar aos espermatozdides.

No presente estudo observou-se uma eficiente acao da Gentamicina no
controle do crescimento microbiano e a mesma mostrou-se ineficiente para
manutencdo da viabilidade espermatica, talvez este fato seja conseqiiéncia da
alta concentracao de Gentamicina na diluicao das amostras, pois de acordo
com Souza et al., (2006) este antibiotico pode ser téxico aos espermatozdides.
Mais estudos utilizando menores concentragdes de Gentamicina na diluicao do
sémen devem ser desenvolvidos, a fim de encontrar uma concentracgao ideal, a
qual seja eficiente para o controle do crescimento microbiano e para
manutencao da viabilidade espermatica.

Desta forma, o uso de antibidtico no meio diluidor do sémen suino deve
ser melhor avaliado em funcdo da escassez de literatura relacionada a
diferentes tipos de antimicrobianos utilizados no sémen de reprodutores suinos
(THIBIER & GUERIN, 2000).

A associacdo de antibidticos, em menores concentracdes pode ser
eficiente, pois reduziréa o efeito toxico de cada antibidtico mantendo a
viabilidade espermatica. A associacdo destes poderd ser eficiente para impedir
0 crescimento microbiano.

A relevancia de se diminuir a contaminacao bacteriana com o uso de
antimicrobianos é proporcionar a reducdao de problemas referentes a
aglutinagao espermatica, retorno ao cio e porcas com corrimentos.

Antibidticos devem ser adicionados aos diluidores do sémen do varrao
guando este for conservado através de refrigeracdo. No entanto, o melhor sera
aguele que possa reunir atributos como, permitir que o sémen se conserve

com boa qualidade, apresentar equilibrio entre o efeito antimicrobiano e o
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efeito toxico para as células espermaticas, além de ter menor custo de

aquisicao.

5 CONCLUSOES

Os antibioticos Cloridrato de Ceftiofur e Sulfato de Estreptomicina
demonstraram ser capazes de conferir uma melhor qualidade do sémen
refrigerado, enquanto que, o Sulfato de Gentamicina se mostrou ineficiente
para garantir doses de sémen com bom padrdo de qualidade.

O antibidtico Sulfato de Gentamicina demonstrou ser o melhor
antimicrobiano para prevenir a proliferacdo de bactérias em diluidores de

sémen suino refrigerado.
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