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1 INTRODUCAO

A presenca de bactérias tem acao prejudicial sobre a dose inseminante
(YANIZ et al., 2010), podendo ocasionar ades&o e aglutinacdo celular, diminuindo a
motilidade espermatica (WOLF et al., 1993), além de causar danos a membrana,
acrossoma e mitocondrias do espermatozoide (DIEMER et al., 2000). Além disso, a
contaminacao bacteriana pode competir pela utilizacdo dos nutrientes do diluente e
ainda causar problemas infecciosos a fémea, resultando em baixas taxas de
concepcao e altas taxas de mortalidade embrionaria ou até mesmo abortamento
(GENOVEZ et al., 1999). A adi¢do de antibidticos ao sémen foi uma das técnicas
gue possibilitou 0 aumento do potencial de fertilidade da dose inseminante (AKHTER
et al., 2007).

Os antibioticos utilizados por tempo indeterminado, mesmo que em pequenas
guantidades, podem propiciar a ocorréncia de niveis consideraveis de resisténcia
microbiana (JOHANSSON et al., 2004). Penicilina e estreptomicina sdo o0s
antimicrobianos frequentemente utilizados nos diluentes para ovinos (SALAMON &
MAXWELL, 2000). Entretanto, foi relatada ineficiéncia contra bactérias como
Staphylococcus sp. (SPINOSA et al., 1999), Proteus sp., Enterobacter,
Pseudomonas aeroginosa, algumas leveduras (COELHO, 1976), Corynebacterium,
Brucella, Mycobacterium e Mycoplasma (SHIN et al., 1988). Portanto, outros
antibiéticos, como a cefalosporina e gentamicina, tém sido introduzidos na
composicao dos diluentes de sémen (SOUZA et al., 2006).

O objetivo desse estudo foi avaliar a adicao de diferentes antibioticos e suas
associacfes, em diferentes concentracbes, na composicdo de diluente para a
criopreservacao de sémen ovino sobre o controle bacteriol6gico dos ejaculados.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Foram utilizados 25 ejaculados, coletados através de vagina artificial, de
cinco carneiros da raca Crioula Lanada que ficavam alojados nas instalacdes do
Biotério Central da UFPel, recebendo suplementacéo concentrada e tendo acesso a
pastagem nativa, sal mineral e agua ad libitum. Os ejaculados foram combinados em
um pool que foi dividido nos seguintes tratamentos:

e Controle: Sem antibiotico;

e GTLS: 500 pg/ml de gentamicina; 100 pg/ml de tilosina; 300 pg/ml de
lincomicina e 600 ug/ml de espectinomicina;

e GTLS-50: 250 pg/ml de gentamicina; 50 pg/ml de tilosina; 150 pg/ml de
lincomicina e 300 ug/ml de espectinomicina;
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e GTLS-25: 375 pg/ml de gentamicina; 75 pg/ml de tilosina; 225 pug/ml de
lincomicina e 450 ug/ml de espectinomicina;

e GTLS+25: 625 ug/ml de gentamicina; 125 ug/ml de tilosina; 375 ug/ml de
lincomicina e 750 pg/ml de espectinomicina;

e GTLS+50: 750 pg/ml de gentamicina; 150 pg/ml de tilosina; 450 ug/ml de

lincomicina e 900 pg/ml de espectinomicina;

PENESTREP: 500 pg/ml de penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina;

PENESTREP-50: 250 ug/ml de penicilina e 50 ug/ml de estreptomicina;

PENESTREP-25: 375 ug/ml de penicilina e 75 ug/ml de estreptomicina;

PENESTREP+25: 625 ug/ml de penicilina e 125 pg/ml de estreptomicina;

PENESTREP+50: 750 ug/ml de penicilina e 150 yg/ml de estreptomicina;

CEFT: 50 ug/ml de ceftiofur sédico;

CEFT-50: 25 ug/ml de ceftiofur sédico;

CEFT-25: 37,5 ug/ml de ceftiofur sédico;

CEFT+25: 62,5 ug/ml de ceftiofur sodico;

CEFT+50: 75 pg/ml de ceftiofur sodico;

ENRO: 1000 pg/ml de enrofloxacina;

ENRO-50: 500 pg/ml de enrofloxacina;

ENRO-25: 750 pg/ml de enrofloxacina;

ENRO+25: 1250 pug/ml de enrofloxacina;

e ENRO+50: 1500 pug/ml de enrofloxacina.

Para cada tratamento foram congeladas trés palhetas (0,25 mL). As unidades
formadoras de col6nias (UFC) foram quantificadas a partir de amostras de 0,25mL
coletadas no momento da constituicdo do pool, ao final do periodo de estabilizacéo a
5°C e ap6s o descongelamento do sémen. Em cada momento foram realizadas
semeaduras em duplicata das amostras em agar BHI e incubadas a 37 °C por 48 h.
Ao final do periodo de incubacédo foram consideradas as placas, que continham de
30 a 300 colbénias (NCCLS, 2003), para a contagem das UFC.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os tratamentos reduziram a carga microbiana em comparagéo com
o tratamento sem antibiotico (CONTROLE) no sémen resfriado. Entretanto, apenas
os tratamentos a base de ENRO, GTLS e suas variacdes e ainda PENESTREP+50
foram diferentes estatisticamente do controle (p<0,05). O uso associado de varios
principios ativos amplia o espectro de agdo, uma vez que cada antimicrobiano tem
um mecanismo de atuagéao diferente.

A combinacdo mais utilizada, penicilina e estreptomicina, apenas diferiu
estatisticamente do controle no tratamento com o dobro da concentracao
recomendada. O que evidencia que seu uso devera ser bastante cauteloso, ja que a
utilizacdo excessiva em subdosagens poderd gerar microrganismos resistentes a
estas drogas, diminuindo o efeito bactericida (HASAN et al., 2001).

No trabalho realizado por Azawi (2011), comparando a associacdo de
penicilina e estreptomicina, com gentamicina, tetraciclina, lincomicina e
cefalosporina, a utilizacdo desse ultimo antibiotico apresentou melhores efeitos no
controle do crescimento bacteriano no sémen ovino. Esse dado n&o foi encontrado
no nosso estudo, em que todos os tratamentos a base de ceftiofur ndo apresentaram
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diferenca estatistica em comparacdo com o controle. Essa divergéncia de dados
pode ter ocorrido pela concentragao superior do antimicrobiano no trabalho realizado
por Azawi (1000 pg/ml), em comparagcdo com os tratamentos utilizados nesse estudo
(25 pg/ml, 37,5 pg/ml, 50 pg/ml, 62,5 pg/ml e 75 ug/ml). Entretanto, ndo podemos
afirmar que a quantidade utilizada do farmaco é proporcional ao seu potencial de
acdo, ja que em nossos resultados, dentro de um mesmo grupo, ndo houve
diferenca estatistica entre as diferentes concentracdes de cada antibiotico. Esse
fator é dependente de algumas variaveis, como a quantidade inicial de bactérias, o
farmaco utilizado, o principio ativo e suas associacdes e a auséncia de resisténcia
pelos microorganismos.

Resultados de Shin et al. (1988) e Hasan et al. (2001) indicaram que 0 uso
concomitante dos antibidticos, gentamicina, tilosina, lincomicina e espectinomicina
tém um espectro mais amplo no controle microbiano em sémen bovino congelado,
guando comparado com associacdo de penicilina e estreptomicina. Esse resultado
nao foi evidenciando no presente trabalho, pois no sémen descongelado as
contagens bacterianas foram iguais para todos os tratamentos, ndo apresentando
diferenca quando comparadas ao controle. O que nos leva a acreditar que o
processo de criopreservacéo diminuiu a contagem bacteriana, a qual ndo ultrapassa
0s niveis recomendados pela OIE de 3000 UFC/mL nas doses de sémen
processadas. Esse resultado pode ser explicado pela quantidade de crioprotetor
utilizada nédo ser favoravel as bactérias. Para que haja sobrevivéncia bacteriana
seria necessaria uma quantidade 15% superior de crioprotetor (HUBALEK, 2003).

4 CONCLUSAO

Para doses de sémen refrigeradas a 5° C, os tratamentos a base de
GTLS, ENRO e PENSTREP+50 sdo os que apresentam melhores efeitos no
controle da contaminacédo. Entretanto, em doses criopreservadas, a adicdo de
antibioticos torna-se desnecessaria. Contudo, como o controle bacteriolégico é
dependente de varios fatores, € necessaria a avaliacdo periédica da contaminacao
bacteriana das doses a serem utilizadas para a inseminacao artificial, verificando a
necessidade da adicdo ou ndo de antimicrobianos aos meios diluidores.
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