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RESUMO

A crescente utilizacdo da inseminagdo artificial (IA) em suinos fez com que questdes
relacionadas a sanidade e a biosseguranca reprodutiva das granjas se tornassem
importantes e essenciais para um bom sucesso da producéo, pois a presenca de doencas
no rebanho diminui a lucratividade do negdcio. Relacionado a esse fato, a anélise da
qualidade e quantidade seminal produzida por um reprodutor sdo de grande relevancia,
sendo um passo critico para 0 sucesso dos programas de IA. Um dos aspectos
importantes na avaliacdo da qualidade do sémen suino se refere a contaminacao
bacteriana. Isso, pois, existe a possibilidade de veiculacdo de agentes patogénicos por
meio do ejaculado e que, com o uso da IA, essa transmissdo ocorre em um numero
maior de fémeas e pode levar a prejuizos na cadeia produtiva como um todo, mas
principalmente na reproducdo dos animais. Assim, essa revisdo objetivou abordar
aspectos relacionados a qualidade bacterioldgica do sémen suino utilizado na IA.
PALAVRAS-CHAVE: Bacteriospermia. Contaminacédo bacteriana. Ejaculado.

Espermatozoides. Inseminacdo artificial. Reproducéo.

ABSTRACT

The increasing use of artificial insemination (Al) in pigs has caused questions related to
pig farms reproductive health and biosecurity became important and essential for good
success of the production, since the presence of disease in the herd decreases the
profitability of the business. Related to this fact, the quality and quantity analysis of the
semen produced by a boar are of great importance, being a critical step to the success of
Al programs. One important aspect in assessing the boar semen quality refers to
bacterial contamination. This happens because exists the transmission of pathogens
possibility through the ejaculate and which, with the use of Al, this transmission occurs
in a greater number of females and may lead to losses in the productive chain as a
whole, but mainly in the animals reproduction. Thus, this review aimed to discuss some
important aspects related to bacteriological quality of boar semen used in Al.

KEY WORDS: Artificial insemination. Bacterial contamination. Bacteriospermy.

Ejaculate. Reproduction. Spermatozoa.
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INTRODUCAO

A atividade suinicola vem aumentado no cenério da produgdo animal mundial.
Esse crescimento gera um desenvolvimento nos varios setores desta producéo, sendo o
reprodutivo um dos mais afetados. Nesse contexto, a crescente utilizacdo da
inseminacdo artificial (IA) em suinos (MURGAS et al., 2010), nos ultimos anos, fez
com que questdes relacionadas a sanidade e a biosseguranca reprodutiva das granjas se
tornassem importantes e essenciais para um bom sucesso da producdo, pois a presenca
de doencas no rebanho pode diminui a lucratividade do negdcio.

Além disso, 0 monitoramento e a andlise da qualidade e quantidade seminal
produzida pelo reprodutor sdo de grande importancia para o produtor de suinos, sendo
um passo critico para o sucesso dos programas de 1A (SMITAL, 2009; TSAKMAKIDIS
et al., 2010; BROEKHUIJSE et al., 2011; LOPEZ RODRIGUEZ et al., 2012;
OBERLENDER et al., 2012a). Portanto, varios aspectos que influenciam a eficiéncia
reprodutiva devem estar sob controle para prevenir possiveis falhas no uso dessa
biotecnologia, que pode inverter a viabilidade econémica do processo como um todo
(BIANCHI et al., 2006; OBERLENDER et al., 2012b).

Com os avangos nos estudos relacionados a sanidade, observou-se que existe
possibilidade de veiculacdo de agentes patogénicos por meio do ejaculado suino e que,
com o0 uso da IA, essa transmissdo ocorre em um numero maior de fémeas. Essa
contaminacdo do ejaculado pode ocorrer através do proprio animal ou durante a coleta e
processamento do sémen, sendo nesse Ultimo caso, inevitavel. A contaminacdo do
sémen também é importante, considerando o fato de que esta relacionada com queda da
fertilidade do macho, por interferir na qualidade da dose inseminante, diminuindo assim
a utilizacao do reprodutor como doador de sémen.

Diante do exposto, o objetivo dessa revisdo € abordar alguns importantes

aspectos relacionados a qualidade bacterioldgica do sémen suino.

CONTEUDO
Agentes patogénicos presentes no sémen suino
O trato genital do macho suino apresenta-se relativamente ausente de

contaminacdo, ndo havendo justificativa de que a presenca de um elevado numero de
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bactérias no ejaculado tenha origem nos o6rgdos/glandulas reprodutivas masculinas
(BIANCH et al., 2006; SCHEID, 2000).

A contaminacdo bacteriana no ejaculado pode ser originaria de uma infecgédo
sistémica ou do sistema reprodutivo, bem como do contato do ejaculado com secrec¢des
do prepdcio, pélos, mdos do coletador, contato indireto com aerossois, fomites
(contaminacdo de materiais, equipamentos e diluentes utilizados na coleta e
processamento do sémen) e mau acondicionamento das doses de sémen (SCHEID,
2000). Portanto, as fases criticas para a manutencdo da qualidade bacteriologica do
sémen sdo: coleta, manipulacdo e conservacdo do ejaculado suino (BIANCH et al.,
2006).

Os microorganismos presentes em maior frequéncia na flora do aparelho
reprodutor do macho suino sdo: Staphylococcus spp., Pseudomonas spp., Escherichia
coli, Klebsiella spp., Citrobacter spp., Micrococcus spp., Bordetella spp. e Mycoplasma
spp. Por outro lado, as de menor frequéncia séo: Corynebacterium spp., Streptococcus
spp., Proteus spp., Serratia spp., Enteroacter spp. e Aerobacter spp (SCHEID, 2000).

Maroto Martin et al. (2010) observaram que a Escherichia coli foi o
microorganismo mais presente no ejaculado suino. No seu estudo a frequéncia de
amostras seminais contaminadas foram: 79% contaminadas por E. coli, seguido de
Serratia spp. e Proteus (36%), Enterobacter spp. (29%), Klebsiella spp. (14%),
Staphylococcus spp. (12%), Streptococcus spp. (9%), Pseudomonas spp. (8%) e 1% de
microorganismos anaerébios.

A proliferacdo microbiana é favorecida com o processamento do sémen para a
IA. Esse fato se deve a composicdo rica em nutrientes dos diluentes destinados a
prolongar a sobrevida dos espermatozoides, aléem da temperatura de conservacdo do
sémen ndo ser baixa o suficiente para evitar a proliferacdo bacteriana.
Consequentemente, a principal implicacdo desse fato é a reducao do periodo viabilidade
espermatica (diminuicdo da “vida de prateleira” das doses de sémen) gerando
transtornos a funcionalidade dos programas de 1A (SCHEID, 2000).

A presenca de bactérias também pode levar a reducdo da motilidade espermatica
(em até 30%), aumento das taxas de aglutinacdo, elevada taxa de alteracbes de

acrossoma (valores maiores que 20%), inviabilidade das células espermaticas apds 24-
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36 horas de coleta e ao processamento (independentemente do diluente utilizado ser de
curta, média ou longa duracdo) e também a acidificacdo do meio (pH entre 5,7 e 6,4)
(ALTHOUSE et al., 2000). Em seu estudo, Maroto Martin et al. (2010) destacam que a
presenca de aglutinacdo espermatica no sémen suino é ocasionada principalmente pela
contaminacgéo bacteriana. Assim, de acordo com Pineda e Santander (2007) todos esses
fatores influenciam negativamente as taxas de fertilizado do rebanho.

Embora constituam fator de risco para a fertilidade e a prolificidade da fémea, as
bactérias quando presentes em pequenas quantidades (menos que 10 unidades/mL de
sémen diluido), apds a IA, provocam raros problemas reprodutivos (BIANCH et al.,
2006). Por outro lado, o sémen contaminado confere risco de infecgdo genital na fémea
inseminada podendo causar, por exemplo, retornos ao cio, descargas vulvares e reducao
de tamanho de leitegada (SCHEID, 2000). Maroto Martin et al. (2010) mostraram que
hd reducdo no numero de nascidos, provenientes de IA com amostras seminais
constituidas por crescentes concentragdes de E. coli.

A Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE) estabelece um limite de 5.013 x
10° unidades formadoras de coldnia (UFC)/mL como niimero méaximo de presenca de

bactérias em amostras de sémen (OIE, 2000).

Medidas de higiene para a redug¢édo da contaminacao bacteriana do ejaculado

Na producdo de suinos, quando existe um baixo risco de introducdo de doencas
através da IA comparado com o risco que se tem com a introducdo de animais no
rebanho, quer dizer que estes plantéis sao “sanitariamente fechados, mas geneticamente
abertos” (SCHEID, 2000).

Atualmente, tendo em vista as inumeras informac6es relativas a implicacdo da
contaminacdo bacteriana no ejaculado suino e seus efeitos sobre a conservacdo das
doses inseminantes e também nos resultados de fertilidade, tornam fundamentais a
adocdo de efetivos procedimentos de limpeza, desinfeccdo e higiene nas granjas e
centrais de IA. Todos esses procedimentos sdo recomendados para as unidades que
coletam e processam sémen. Unidades essas que podem ser programas internos de 1A
e/ou centrais abertas que alojam um grande numero de reprodutores e

produzem/distribuem doses inseminantes (SCHEID, 2000).
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Medidas de higiene visam reduzir ao minimo possivel a pressdo de infeccdo da
flora bacteriana normalmente presente nos animais, pessoas e ambiente, pois ndo sao
capazes de elimina-la por completo. Por esse motivo, antibidticos sdo sempre
adicionados aos diluentes utilizados para a producdo das doses inseminantes. Esses
antimicrobianos utilizados ndo apresentam espermotoxicidade, possuem acdo eficaz e
geralmente sdo de amplo espectro. Exemplos de antibioticos utilizados nos diluentes
sdo: gentamicina, penicilina/estreptomicina, neomicina e lincomicina/espectinomicina
(CORREA et al., 2001).

Apesar de possuirem amplo espectro, algumas vezes o0s antimicrobianos
apresentam-se ineficazes no controle da proliferacdo microbiana devido a resisténcia
dos microorganismos. Althouse et al. (2000) descrevem em seu estudo que a maioria
das bactérias isoladas nas doses inseminantes apresentam resisténcia a gentamicina.
Diante desse fato, uma forma segura e viavel de se evitar essa resisténcia € através da
comprovacao prévia de resisténcia bacteriana ao produto em uso atraves da pratica de
realizacdo periodica de exames bacterioldgicos e antibiogramas.

O monitoramento periddico da contaminacdo bacteriana do sémen
imediatamente apos a coleta e em diferentes tempos de conservacao € um procedimento
recomendado para avaliacdo do grau de contaminagao nas centrais de 1A. Essas medidas
auxiliam na identificacdo da necessidade de mudancas e/ou correcdo nos procedimentos
de higiene adotados durante a coleta, manipulacdo e processamento do sémen. Da
mesma forma como o sémen, a agua destinada a producdo de diluentes deve ser
periodicamente controlada quanto a presenca de contaminacdo bacteriana (SCHEID,
2000).

O controle sanitario oficial da producdo de doses inseminantes tem como
objetivo manter a salde dos animais em um centro de 1A em padrbes que permitam a
distribuicdo internacional de sémen livre de patégenos especificos que podem ser
transmitidos e serem fontes de infecgOes nas fémeas receptoras (OIE, 2000).

Nas centrais de 1A o controle da contaminacgdo bacteriana deve incluir a limpeza
diéria das baias ou gaiolas dos machos, lavagem e desinfeccdo periddica de instalacfes
e equipamentos e higiene pré-coleta dos animais doadores. A adogdo de processos
adequados de coleta, incluindo higiene dos materiais e do operador, manutengdo da

Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinaria € uma publicacdo semestral da Faculdade de Medicina
veterinaria e Zootecnia de Garca - FAMED/FAEF e Editora FAEF, mantidas pela Associacao Cultural e Educacional
de Garca - ACEG. CEP: 17400-000 - Garca/SP - Tel.: (0**14) 3407-8000

www.revista.inf.br - www.editorafaef.com.br - www.faef.edu.br.



REVISTA CIENTIFICA ELETRONICA DE MEDICINA VETERINARIA - ISSN: 1679-7353

Ano XI - Nimero 20 - Janeiro de 2013 - Periddicos Semestral

limpeza no ambiente, equipamentos e materiais do laboratorio, fluxo de pessoal entre
area limpa e éarea suja e condi¢Bes para 0 asseio pessoal dos funcionarios incluindo
vestuario e instalacdes sanitarias também deve ser realizado.

A instalacdo dos varrbes e o laboratério de andlise e processamento do sémen
devem ser fisicamente isolados, constituindo de apenas uma janela de comunicagdo
entre as duas areas para a passagem do ejaculado coletado e material de coleta.

De acordo com Scheid (2000) o protocolo “Técnica de minima contaminagdo” é
um procedimento desenvolvido para o controle da contaminacdo do sémen diluido, e
abrange a fase de pré-coleta, coleta propriamente dita, processamento do sémen e, por
fim, higienizacao do laboratorio. Segundo o mesmo autor deve-se realizar uma lavagem
dos machos e da gaiola/baia 48 horas antes da coleta. Deve-se também realizar o
esgotamento do prepucio e secagem do éstio prepucial com o uso de sobre luvas para
higienizacdo pré-coleta. Durante a coleta, a extremidade do pénis deve estar livre e a
fracdo inicial do ejaculado descartada. A realizagcdo dos procedimentos anteriormente
descritos leva a uma reducdo de aproximadamente 98% no numero de UFC/mL de

bactérias presentes no ejaculado coletado.

Efeitos da contaminacao bacteriana nas doses inseminantes

A contaminacdo das doses de sémen leva a aglutinacdo dos espermatozoides,
queda do pH e da motilidade e alteracdes no acrossoma (ALTHOUSE; LU, 2005). De
acordo com Monga e Roberts (1994) a E. coli é capaz de se ligar a receptores
especificos de manose existentes nos espermatozéides causando aglutinacdo
espermatica. Althouse et al. (2000) relatam que o mecanismo de acdo de outras
bactérias sobre os espermatozéides € similar ao descrito para a E. coli. Os mesmos
autores descrevem que os efeitos das bactérias no sémen ndo ocorrem imediatamente
apos a diluicdo do sémen, sendo que geralmente necessitam de 36 a 48 horas de
armazenamento para se tornarem evidentes.

O pH do sémen suino varia entre 7,3 e 7,9 (HAFEZ, 2004) e tanto
espermatozéides quanto bactérias produzem &cido lactico durante seu metabolismo. O
aumento na concentracdo dessa substancia nas doses de sémen, durante o periodo o

periodo de armazenamento, leva a reducdo do pH.
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Objetivando-se reduzir as flutuacdes de pH no meio, os diluentes para sémen
suino contem solucBes tampdo em sua formulagdo (LEVIS, 2000). Contudo, estes
tampdes apresentam poténcia limitada quando a contaminacdo bacteriana se eleva. Com
isso, a producdo de acido lactico aumenta e o tampao nédo € suficiente para impedir a
queda do pH. Associado a esses fatores, a temperatura de estocagem das doses de sémen
ndo e capaz de impedir o crescimento bacteriano, com isso, 0s microorganismos podem
se aderir a membrana espermatica e/ou liberar metabolitos toxicos no meio, causando
lesbes na celula espermética (BORTOLOZZO; WENTZ, 2005).

Doses de sémen contaminadas com elevadas concentragfes bacterianas levam a
aglutinacdo e redugdo da longevidade espermatica e atuam aumentando o retorno
regular ao estro e descargas vulvares nas fémeas (ALTHOUSE et al., 2000). No estudo
de Ness et al. (2007) a contaminacdo das doses de sémen com a bactéria Achromobater
xylosoxiadans ocasionou além da reducdo na qualidade e longevidade das doses
inseminantes, infeccdes uterinas, reducdo da taxa de concepgéo e, consequentemente,

aumento da infertilidade dos animais.

Medidas de higiene (passo a passo) na preparacdo do macho para a coleta e na
coleta de sémen

- Corte periddico dos pélos existentes ao redor do prepUcio;

- Limpeza da abertura prepucial e area circundante (se necessario) com algodéo
ou papel toalha descartavel;

- Eliminacdo manual dos fluidos prepuciais antes da manipulacéo peniana;

- Luvas descartaveis para minimizar a contaminacdo do ejaculado e reduzir o
risco de transmissao microbiana entre machos deve sempre ser utilizada pelo coletador;

- Durante a coleta, manter posicionamento peniano perpendicular (angulacéo de
45%) ao abdémen do macho para minimizar a possibilidade de que fluidos prepuciais
escorram pelo pénis e caiam sobre o ejaculado coletado;

- Eliminacdo das primeiras fracdes do ejaculado (fracdo pré-espermatica) antes
da realizacdo da coleta;

- Utilizacdo de gaze filtrante ou filtro especifico no recipiente de coleta para
separacdo da fracdo gelatinosa do sémen.
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Medidas de higiene (passo a passo) no processamento do sémen e nos cuidados
dentro do laboratério de 1A

- Sempre que possivel utilizar materiais descartaveis;

- Materiais ndo descartaveis devem ser lavados depois do uso com detergente
neutro de boa qualidade, utilizando agua destilada para lavagem posterior;

- Materiais ap6s lavagem devem secar adequadamente e serem posteriormente
esterilizados;

- Todas as instalacGes do laboratdrio, antes e apds a manipulacdo do sémen,
devem ser limpas com solugéo de &lcool 70° e detergente neutro;

- O chéo do laboratorio deve ser limpo diariamente utilizando desinfetante
apropriado;

- Imediatamente apds a abertura dos reagentes (por exemplo, diluentes) estes
devem ser subdivididos em diversos frascos que irdo ser utilizados posteriormente (se
n&o utilizados em sua totalidade) e armazenados adequadamente;

- O uso de lampadas ultravioleta nas instalac6es do laboratério é recomendado.

Medidas de biosseguranca em granjas suinicolas

O desenvolvimento e a pratica de normas rigidas para a protecdo do rebanho
suino contra a introducdo de qualquer agente infeccioso (virus, bactérias, fungos e/ou
parasitas) depende da implementacdo de medidas de biosseguranca. A exigéncia na
adocdo dessas medidas aumenta quando se utiliza o processamento de sémen para IA,
uma vez que a transmissdo de doencas de grave impacto econémico pode ocorrer
através do sémen (SCHEID, 2000).

De acordo com Borges (2004) o conceito de biosseguranca envolve o
desenvolvimento e a implementacdo de normas rigidas para proteger o rebanho de
suideos (animais do género Sus P.) contra a introducdo e disseminacdo de agentes
infecciosos na granja e, consequentemente, no plantel de reprodutores. Para garantir de
forma completa a salde dos reprodutores suinos, € necessario que a granja seja
certificada. A Instrugdo Normativa SDA N° 19 (BRASIL, 2002), que garante a salde
dos reprodutores suideos do Brasil, define “Granja de Reprodutores Suideos Certificada
(GRSC)” como aquela que atende integralmente as disposicdes bésicas e especificas,
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como por exemplo, o monitoramento soroldgico dos animais, aplicagdo de testes
alérgicos e classificagdo sanitaria da granja quanto a sua vulnerabilidade a entrada de
patdgenos.

Em um programa de biosseguridade para granjas de reprodutores e centrais de
IA, fatores importantes a serem considerados s&o: localizagdo e isolamento das
instalagdes, salde do rebanho de origem, quarentena e adaptacdo dos machos de
reposicdo, programa sanitario adequado, monitoramento rotineiro da saude dos
reprodutores em producdo, controle da producdo das doses de sémen e correto fluxo de
pessoal e veiculos as instalagdes (BARCELLOS et al., 2008).

Granjas e centrais de 1A que produzem e utilizam doses de sémen, que néo
possuem certificagdo GRSC, devem implantar medidas profilaticas especificas a fim de
assegurar a qualidade das doses produzidas. Essas medidas devem contemplar a
aquisicdo e introducdo de reprodutores no plantel, padronizacdo de metodologias de
coleta, processamento e utilizacdo do sémen e normas basicas de biosseguranca
(MAROTO MARTIN et al., 2010). De acordo com Scheid (2000), para o controle da
contaminacdo bacteriana no sémen, duas medidas simultaneas devem ser adotadas na
rotina de operacdo das centrais de IA: manutencdo de rigoroso padrdo de higiene e
adicao de antibidticos aos diluentes.

Em granjas suinicolas deve haver plano de contingéncia que se refere ao
conjunto de procedimentos e decisdes emergenciais que devem ser tomadas no caso de
episddio inesperado ou da suspeita da ocorréncia de um evento relacionado a falhas no
programa de biosseguranca. O maior objetivo € promover um répido diagndstico e
contencdo para qualquer problema sanitério. Deve ser direcionado especificamente ou
genericamente a todas as enfermidades as quais uma granja GRSC deve estar livre.

Nacionalmente, um plano de contingéncia bem elaborado é o principal fator para
evitar prejuizos a suinocultura sendo importante para a opinido internacional da
indGstria suinicola do pais (BARCELLOS et al., 2008). Um programa eficaz de
biosseguridade aliado a métodos de higiene na manipulacdo do ejaculado é ferramenta
indispensavel na prevencdo da veiculacdo de patogenos pelo sémen utilizado em um
programa de IA. Esse fato garante a saude do plantel de machos reprodutores e a
qualidade da dose inseminante (MAROTO MARTIN et al., 2010).
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CONCLUSOES

A contaminacdo bacteriana do ejaculado é um passo critico no sucesso dos
programas de IA em suinos, sendo que a veiculacdo de agentes patogénicos no
ejaculado pode ocorrer de diversas formas, dentre elas: contaminacdo do proprio
animal, contaminagdo durante a coleta e ou processamento do sémen e também
contaminagdo ambiental.

Uma presenca excessiva de microorganismos patogénicos no ejaculado
apresenta efeitos deletérios nos espermatozdides e consequente na fertilidade dos
animais, sendo que esses podem ser observados por meio de uma diminui¢do da
motilidade espermética, aumento de alteracGes morfoldgicas e de aglutinagdo, queda do
pH e reducdo da longevidade espermatica. Além disso, nas fémeas, pode levar a
infeccBes uterinas, reducdo da taxa de concepcdo e, consequentemente, aumento da
infertilidade dos animais.

A avaliacdo da contaminagdo bacteriana do sémen suino deve ser considerada
um procedimento de rotina para a determinacdo da qualidade do sémen a ser utilizado
para IA. Além disso, amostras seminais contaminadas com mais de 3,5 x 10° UFC/mL

de microorganismos, principalmente E. coli, ndo devem ser utilizadas para IA.
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