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1 INTRODUCAO

A criopreservacdo de sémen ovino permite a criacdo de bancos de material
genético para preservacao de racas e linhagens bioldgica ou economicamente
importantes. Essa tecnologia permite a difusdo dos genes de machos
selecionados, mas também pode veicular determinados agentes patogénicos. Por
ser um fluido biologico, uma pequena carga de bactérias que fisiologicamente
colonizam o trato reprodutivo € toleravel. Entretanto, € preciso considerar a
necessidade de limitar ou até combater o desenvolvimento bacteriano nos meios
utilizados para preservacdo do sémen. Essa estratégia € importante para evitar
problemas sanitarios além de que algumas bactérias podem afetar negativamente
a qualidade dos espermatozéides congelados. Para minimizar estes problemas,
além do controle sanitario dos doadores de sémen e higiene na coleta,
usualmente s&do adicionados antibidticos aos meios de congelamento. Em
bovinos, diferentes estudos foram realizados para determinar a eficiéncia de
antibiéticos no controle bacteriano e do efeito dos antibioticos sobre os
espermatozoides (SONE & BAMBA, 1982). Entretanto, trabalhos similares nao
foram desenvolvidos na espécie ovina, para qual foram adotados 0os mesmos
produtos e concentracfes padronizados para bovinos. Como existem diferencas
de flora bacteriana entre as espécies e as bactérias sdo capazes de adquirir
resisténcia a determinados antibioticos, € necessario definir qual o tipo de
antibiético que deve ser usado na criopreservacdo de sémen ovino. Nesse
sentido, o objetivo deste trabalho é determinar a prevaléncia dos tipos de
bactérias encontrados no trato reprodutivo de machos ovinos e avaliar diferentes
antibioticos no seu controle, considerando o0s potenciais impactos desses
antibioticos sobre a viabilidade espermatica.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

A partir de cinco machos ovinos da raga crioula lanada alojados nas
dependéncias do Biotério Central da UFPel, foram realizadas duas coletas de
sémen por semana mediante o uso de vagina artificial. Durante um periodo de
seis semanas, no momento da coleta dos ejaculados foram obtidas amostras para
determinacao dos tipos bacterianos prevalentes mediante cultivo por 48 horas em
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agar com 5% de sangue de ovino. O sémen obtido foi inicialmente diluido na
proporcao 1:1 com diluente (tris-gema) para transporte ao laboratério.

No laboratério foram realizadas as avaliacbes de motilidade, vigor e
concentragdo espermatica. As amostras consideradas viaveis tiveram sua
concentracdo ajustada para que cada macho contribuisse igualmente para
constituicdo de um pool de sémen para o0 congelamento. Depois de constituido o
pool, procedeu-se seu fracionamento entre os diferentes tratamentos: controle
sem antibiotico (T1); associacdo de gentamicina, tilosina, espectinomicina e
lincomicina (T2); associacao de penicilina e estreptomicina (T3); ceftiofur sodico
(T4) e enrofloxacina (T5). A concentracdo final para congelamento (50x10°
espermatozoides/palheta) foi ajustada pela adicdo de diluente acrescido de
crioprotetor (glicerol).

Para o congelamento, todas as palhetas inicialmente foram resfriadas a
5°C por duas horas antes de serem congeladas a -80°C em vapor de nitrogénio
liquido e armazenadas em botijao criogénico a -196°C.

Para realizacdo das avaliagBes poOs-descongelamento, duas palhetas de
cada tratamento foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos.
Foram determinadas a motilidade e vigor espermatico e coletadas amostras para
determinacao da integridade de membrana, acrossoma e DNA segundo Harrison
et al. (1990), KAWMOTO et al. (1999) e NUR et al.(2010), respectivamente.
Adicionalmente, amostras do sémen de cada palheta foram incubadas por 48
horas em agar com 5% de sangue ovino desfribinado para determinacdo do
namero de bactérias que sobreviveram a criopreservacdo com ou sem
antibidticos.

Os parametros de motilidade e vigor foram determinados em microscépio
de campo claro (Nikon E200) e as caracteristicas morfologicas de integridade de
membrana, acrossoma e DNA em microscopio de epiflurescéncia (Olimpus BX
51). Os tipos de bactérias foram determinados por caracteristicas morfofuncionais
e de coloracdo das colbnias e os géneros bacterianos foram determinados
mediante provas bioquimicas.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados encontrados mostraram que no T5 (enrofloxacina), a
motilidade espermatica foi inferior (P < 0,05) (17,1%), quando comparada ao T1
(controle, sem antibiotico) (40,9%) e ao T3 (penicilina e estreptomicina) (37,5%).
Em relacdo aos demais tratamentos ndo foram verificadas diferencas estatistica.
A integridade de membrana espermatica ndo diferiu (P > 0,05) entre os
tratamentos como podem ser vistos os dados na tabelal, sendo que o T1, T2, T3,
T4 e T5 apresentaram 20,1%, 18,5%, 19,1%, 20,1% e 13,3%, respectivamente,
de células com membrana integra.

Da mesma forma, ndo foram observadas diferengcas (P > 0,05) entre os
tratamentos em relacdo a integridade acrossomal (T1 = 83,2%, T2 = 82,0%, T3 =
85,3%, T4 = 82,0% e T5 = 80,0%). Resultado muito semelhante encontrado por
(AKHTER et al., 2008) para amostras de sémen de Bufalos (Bubalus bubalis).
Pois um percentual de acrossoma normal é essencial para a reacdo de
fertilizacdo (THOMAS et al, 1997), a presenca de microorganismos
principalmente bactérias podem afetar diretamente o espermatozéide quanto as
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suas funcdes durante o processo de fertilizacdo (MORRELL 2006) através da
inducéo da reacgao acrossomal antes do momento desejado.

Nas analises de integridade de DNA espermatico foi observada
diferenca estatistica (P < 0,05) para o T2 (84,1%) comparado com T3 (92,0%),
associacdo de penicilina e estreptomicina (T3). E importante ressaltar que a
associagdo contida no T2 é recomendada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) e, apesar de conter antibioticos de largo espectro, como
a gentamicina (ALTHOUSE et al., 2000), pode estar ocasionando lesbes de DNA
espermatico.

A necessidade de adicionar substancias antimicrobianas ao meio
diluidor € evidente (TONIOLLI et al., 2001), pois € impossivel a obtencdo de um
ejaculado livre de contaminagdo (WALTZ et al., 1968). No entanto, REIS et
al.,1999 afirmaram ser desnecessaria a adicdo de antibioticos na dose
inseminante quando a coleta e o processamento do sémen forem feitos em
condicOes higiénicas apropriadas, levando-se também em consideragcao o periodo
de estocagem do sémen. Entretanto, sabe-se que a eliminagdo total da
possibilidade de contaminacdo da dose de sémen € um trabalho de dificil
aplicacdo rotineiramente, onde diversos sao os fatores que favorecem a
contaminacgdo. Estas constatacfes sO reafirmam a necessidade de definir tipos e
concentragdes antibidticas ideais para a dose de sémen.

As bactérias que foram isoladas e identificadas nas amostras de sémen
descongelado foram as mesmas encontradas no sémen fresco: Klebciella spp.,
Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. e Bacillus spp. Esses resultados sao
semelhantes aos descritos por SOUZA et al., (2006) em sémen de caprinos. No
T1 (controle) houve crescimento em todas as partidas descongeladas. Ja os
demais tratamentos tiveram variacdo de acordo com a coleta. Sendoo T2 e 0 T5
responsaveis pelos melhores resultados, pois ndo houve crescimento em 11 das
12 partidas descongeladas.

Tabela 1. Dados das analises realizadas no descongelamento.

Parametros Tratamentos
T1 Controle T2 T3 T4 T5
Motilidade % méveis 40,82 2542 3752 315% 17,1°
Integ. Mem. % integros 20,1 18,5 19,1 20,1 13,3
Integ. Acros. % integros 83,2 82 83,3 81,8 79,9

Integ. DNA % integros 88,9 842° 921 909% 90,0

4 CONCLUSOES

Com base nos resultados o (T2) seria até o presente momento o
tratamento de eleicdo por ndo afetar a viabilidade esperméatica e conter a
multiplicagdo bacteriana.

5 REFERENCIAS
ALTHOUSE, G. C., KUSTER, C. E., CLARK, S. G., WEISIGER, R. M. Field

Investigations of bacterial contaminants and their effects on extended porcine
semen. Theriogenology, v.53, p.1167-1176, 2000.



. XX menss I
2010

AKHTER, S; ANSARI, M. S; ANDRABI, S. M. H; ULLAH, N; QAYYUM, M. Effect
of antibiotics in extender on bacterial and spermatozoal quality of cooled buffalo
(Bubalus bubalis) bull semen. Reprod. Dom. Anim., v. 43, p. 272-278, 2008.

HARRISON, R.A.P.; VICKERS, S.E. Use of fluorescent probes to assess
membrane integrity in mammalian spermatozoa. Journal Reproductive and
Fertility, v.88, p. 343-352. 1990.

MORRELL, J. M. Update on semen technologies for animal breeding.
Reproduction Domestics Animals. V. 41, p. 63-67. 2006.

NUR, Z.; ZIK, B.; USTUNER, B.; SAGIRKAYA, H.; OZGUDEN, C. G.; Effects of
different cryoprotective agents on ram sperm morphology and DNAintegrity.
Theriogenology, In Press, 2010.

KAWMOTO, A.; KAZUTOMO, O.; KISHIKAWA, H.; ZHU, L.; AZUMA, C,
MURATA, Y. Two-color fluorescence staining of lectin and anti-CD46 antibody to
assess acrosomal status. Fertility and Sterility. v. 71, p. 497-501, 1999.

REIS, G. R.; CASTAGNA, C. D.; DIAS, C.P.; WENTZ, |.; BORTOLOZZO, F. P.
Motilidade espermatica e integridade de acrossoma de sémen suino resfriado
com ou sem o uso de gentamicina. In: IX CONGRESSO BRASILEIRO DE
VETERINARIOS ESPECIALISTAS EM SUINOS, 01, 1999, Belo Horizonte. Anais
... 1999. p. 339-340.

SONE, M.; CHIKYU, M.; YOSHUDA, M.; BAMBA, K.; OGASA, A. Prolonged
storage of boar semen in liquid form. Journal of Swine Science. v.29, p.41-50,
1982.

SOUZA, A. F.; GUERRA, M. M. P.; COLETO, Z. F.; MOTA, R. A.; SILVA, L. B. G;
LEAO, A. E. D. S.; SOBRINHO, E. S. N. Avaliacdo microbiolgica de sémen
fresco e congelado de reprodutores caprinos. Braz. J. vet. Res. anim. Sci, v. 43,
n. 3, p. 329-336, 2006.

THOMAS, C. A.; GARNER, D. L.; JANETTE, J. M.; MARSHALL, C. E.
Fluorometric assessmentof acrosomal integrity and viability incryopreserved
bovine spermatozoa. Biol. Reprod., v. 45, p. 880-887. 1997.

TONIOLLI, R.; FIUZA, R.F.; JATAHY, P. C.; BARROS, D. Q.; SANTOS, B.S.
Efeito do uso de diferentes antibiéticos no controle do ejaculado do varréo.
Ciéncia Animal, v.11, n.1, p.39-45, 2001.

WALTZ, F.A.; FOLEY, C.W.; HERSCHLER, R.C.; TIFFANY, L.W.; LISKA, B.J.
Bacteriological studies of boar semen. Bacteriological studies of boar semen.
Journal of Animal Science, v.27, p.1357-1362, 1968.



