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1. INTRODUCAO

A inseminacdo artificial € uma biotécnica que vem sendo utilizada de forma
crescente na reproducdo de animais domésticos, e permite a multiplicacdo do
material genético do macho em larga escala (ASBIA, 2010). Apesar de auxiliar para
gue haja um melhor aproveitamento deste material, 0 processo de criopreservagao
do sémen apresenta alguns limitantes, como danos a membrana celular e ao DNA,
causados por fatores tais como os referentes a caracteristicas quimicas do diluente
e formacao de cristais de gelo no interior da célula (HUSSAIN, et al., 2011).

A presenca de bactérias no sémen esta relacionada a diminuicdo da viabilidade
espermatica, em funcéo de alteracbes do pH do meio, lesbes diretas as células e por
consumo de substrato pelos microrganismos. Isto foi relatado por MARTIN, et al.
(2015), que associaram alteracdes nas células espermaticas com a capacidade de
reducdo da glicose por algumas espécies de Mycoplasma, inoculadas
experimentalmente em ejaculados de caprinos. MARIN, et al. (2011) encontraram
relacdo diretamente proporcional entre concentracdes elevadas de bactérias e a
fragmentacdo do DNA espermatico em ejaculados de touros.

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) determina como
requisito sanitario para a producéo e comercializacdo de sémen bovino congelado, a
adicdo de antibioticos ao material. Houve o desenvolvimento de resisténcia aos
farmacos utilizados, diminuindo a eficacia dos antimicrobianos no combate destes
microrganismos (MADEIRA, et al., 2014). Este trabalho apresentou como objetivo
isolar e identificar bactérias contaminantes em diferentes pontos do processamento
do sémen bovino, de forma a detectar as etapas criticas para a contaminacao.

2. METODOLOGIA

O processo de coleta e congelamento do sémen bovino foi acompanhado em
um Centro de Coleta e Processamento de Sémen localizado no Triangulo Mineiro —
MG. Foram coletadas amostras em pontos considerados contaminantes em
potencial ou criticos para a qualidade do produto final, como: vagina artificial (VA),
sémen puro (SP), diluente pré-diluicdo (DP), fragdo A do diluente de congelamento
do sémen (DA), fracdo B do diluente de congelamento do sémen (DB), sémen
resfriado (SR), tubo flexivel da maquina de envase (TF), sémen envasado (SE) e
sémen congelado (SC).

As amostras da VA e do TF foram coletadas através de lavagem com 10 ml de
agua peptonada tamponada autoclavada. As avaliagdes das cargas microbianas no
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SP, SR, SE, DP, DA e DB foram realizadas com as amostras puras ou apoés
diluicbes destas em agua peptonada tamponada autoclavada, quando necessario.

As amostras foram semeadas pelo método pour plate em agar para contagem
(PCA) e mantidas a 37°C por 72 horas (OIE, 2001). Apos o periodo de incubacéo, as
colénias com caracteristicas morfolégicas diferentes (cor e aspecto) foram avaliadas
através da coloracdo de gram e congeladas em BHI com 20% de glicerol. Os
in6culos foram transportados até a Universidade Federal de Pelotas, onde foram
descongelados, reativados em BHI e avaliados quanto a coloragdo de gram para
detectar alguma possivel contaminacdo. Na sequéncia, as amostras foram
identificadas quanto a espécie através do Vitek®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O isolamento de uma mesma espécie de bactéria em mais de um ponto de
coleta mostra a provavel permanéncia desta durante as etapas de producdo das
doses de sémen para comercializacdo. Muitas das bactérias identificadas, como
Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis, fazem parte da microbiota do animal
ou podem estar presentes no ambiente (GENOVEZ, et al., 2010), sendo
contaminantes em potencial.

E possivel supor em qual fase do processamento ocorreu a contaminacgio,
levando em conta em qual momento do processo foi isolado cada microrganismo. A
maioria das bactérias encontradas na vagina artificial, como Escherichia coli,
Enterobacter, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, também estavam
presentes no sémen envasado (Tabela 1), 0 que mostra que estes microrganismos
podem manter-se viaveis durante o processamento do ejaculado.

A auséncia de um microrganismo em um ponto inicial do processamento, como
no sémen puro por exemplo, e a sua presengca no material final demonstra a
contaminacgdo durante o procedimento de diluicdo e envase do ejaculado. Algumas
espécies foram isoladas apenas do sémen envasado, como no caso de Serratia e
Aerococcus viridans (Tabela 1), o que pode ser um indicio de contaminacao nos
momentos finais do processo. Estes fatos sugerem que a ocorréncia de um
microrganismo pode resultar de um manuseio inadequado dos materiais utilizados
na coleta, processamento e envase do sémen.

Amostras de sémen contaminadas com bactérias podem sofrer danos a
membrana e ao DNA, bem como ter seus parametros de motilidade e vigor alterados
(MORETTI, et al., 2008). A Organiza¢cdo Mundial de Saude Animal (OIE) preconiza
um limite maximo de 5000 UFC/m| de sémen processado. MADEIRA, et al. (2014)
encontraram reducdo no numero de unidades formadoras de colbnia quando a
coleta de sémen em carneiros foi submetida a condi¢des de higiene satisfatorias.

A aplicacdo de um programa de analise de perigos e pontos criticos de controle
possibilita a implementacdo de Procedimentos Padrdo de Higiene Operacional e
manuais de Boas Praticas de Processamento. Isso permite a padronizacdo dos
procedimentos realizados nas centrais de coleta e, fazendo-os de forma higiénica e
sanitaria, € possivel reduzir as unidades formadoras de colénia no produto final
(GOULARTE, 2014).

Sendo assim, tomando conhecimento das espécies de bactérias e dos locais
onde estas estdo contaminando o sémen, € possivel aplicar métodos viaveis de
controle dos agentes, através da padronizacdo do processo e estabelecimento de
procedimentos de higienizacdo dos materiais utilizados e dos manipuladores.
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Tabela 1: Espécies de bactérias identificadas e sua frequéncia nos diferentes
pontos de coleta.

Origem/Frequéncia dos isolados
Agente VA SP DP DA DB SR TF SE SC
Serratia

Yersinia 1
Escherichia coli 2 4 2 1
Enterobacter 2 3 1

1
3
3
1

Leuconostoc mesenteroides
Ssp cremoris 1 1

Staphylococcus aureus 2 2 1 1

Staphylococcus hominis ssp
hominis 1
Enterococcus faecium 1 1 1 3

Staphylococcus warneri 1 1 4
Rhizobium radiobacter 1 1
Staphylococcus sciuri 1

Staphylococcus capitis 1

Leuconostoc mesenteroides
ssp dextranicum 1

Sphigomonas paucimobilis 1
Enterococcus faecalis 2 1 1 1 2 2
Pseudomonas luteola 1
Staphylococcus epidermidis 1
Staphylococcus intermedius 2 1
Aeromonas salmonicida 1

Enterococcus gallinarum 2
Aerococcus viridans 1

VA: vagina artificial; SP: sémen puro; DP: diluente pré-diluicdo; DA: fracdo A do
diluente de congelamento; DB: fracdo B do diluente de congelamento; SR: sémen
resfriado; TF: tubo flexivel da maquina de envase; SE: sémen envasado; SC: sémen
congelado.

4. CONCLUSOES

A existéncia de bactérias nos materiais de coleta e durante o processamento e
envase do sémen demonstra que ha necessidade de melhorar a higienizacdo e a
manipulacdo dos equipamentos e utensilios. O principal responsavel pela
contaminacdo é o manipulador e, sendo assim, € importante que se aplique métodos
de educacdo sanitaria, de forma a reduzir e evitar os impactos do manejo
inadequado e da contaminacao bacteriana nas amostras de sémen.
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