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RESUMO

GOTTI, T. B. Avaliagao de trés protocolos antibioticos na qualidade do sémen bovino
quanto ao seu efeito sobre a microbiota autoctone e na destrui¢io da Leptospira spp.
sorovares Hardjo (estirpes Hardjoprajitno ¢ Hardjobovis) e Wolffi (estirpe 3705).
[Evaluation of three antibiotic protocols on the quality of the bovine semen regarding to its
effect on the autoctone microbiota and on the destruction of the Leptospira spp. serovars
Hardjo (strains Hardjoprajitno and Hardjobovis) and Wolfti (strain 3705)]. 2006. 88 f.
Dissertacao (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria ¢
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2007.

Considerando-se que a leptospirose pode ser transmitida pela inseminagdo artificial ¢ a
existéncia de possiveis falhas na Instru¢do Normativa vigente do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento-MAPA, quanto ao controle desta enfermidade em touros em
servigo reprodutivo em Centrais de Inseminagado Artificial -CIA, ¢ ainda pelas baixas taxas
na FIV em vista da presenca de microbiota autoctone no sémen industrializado, o presente
trabalho propds avaliar: 1-a microbiota autoctone presente nas amostras de muco prepucial
e sémen quanto a sazonalidade ¢ a idade (<4 e > 4 anos) de touros de uma CIA; 2-o efeito
do tratamento com protocolos antibioticos adicionados ao extensor: A - gentamicina (250
pg/mL), tilosina (50 pg/mL); lincomicina (150 pg/mL), espectinomicina (300 pg/mL; B -
penicilina (500 Ul), estreptomicina (500 UI), lincomicina (150 pg/mL), espectinomicina
(300 pg/mL); Cl- sulfato de amicacina (500 ug/mL); C2 - sulfato de amicacina (1500
pg/mL ) e C3 - sulfato de amicacina (2500 pg/mL) sobre a microbiota presente nas
amostras de sémen; 3-o efeito dos protocolos de antibioticos (A, B, C1, C2, C3) sobre
espermatozoide através do teste de integridade de membrana.; 4-0 efeito bactericida dos

protocolos A, B e C2 adicionados ao extensor, sobre o sémen experimentalmente

contaminado com Leptospira spp. sorovares Hardjo (estirpes Hardjoprajitno e Hardjobovis)




e Wollffi (estirpe 3705), pelo cultivo microbioldgico e Rea¢io em Cadeia pela Polimerase
(PCR), comparando-as entre si. Das amostras de sémen e muco prepucial de oito touros de
uma CIA, observou-se correlagdo entre os géneros bacterianos detectados no cultivo
bacteriologico das amostras de muco prepucial e sémen na mesma colheita, nio houve
diferenga entre a microbiota quanto a idade dos animais e a sazonalidade das colheitas; os
protocolos antibidticos (A, B, C1, C2, C3) ndo interferiram na integridade de membrana
citoplasmatica dos espermatozoides; protocolos A e C3 mostraram maior redu¢io na
microbita do sémen, embora sem significado estatistico; PCR foi mais sensivel que o
cultivo na detec¢do de Leptospira spp. de amostras de sémen experimentalmente
contaminadas, entretanto a diminui¢do na freqiéncia de resultados positivos na PCR, em
amostras de sémen contaminadas com trés estirpes de Leptospira spp e tratadas com os
protocolos A, B ou C2, esta relacionada a fatores intrinsecos da técnica e ndo ao efeito
bactericida dos antibidticos empregados. O cultivo bacteriologico revelou baixa
sensibilidade no isolamento de estirpes de Leptospira spp em sémen experimentalmente
contaminado com 10 ° bactérias/mL. A transmissio de leptospiras pelo sémen
industrializado de touros doadores em CIA € principalmente dependente da concentragao
de leptospiras excretadas no momento da colheita. A PCR confirma ser uma ferramenta
fundamental na detec¢do da presenga de leptospiras no sémen de touros doadores em
Centrais de Inseminagdo Artificial, devendo ser empregada em pelo menos duas colheitas

na quarentena, e posteriormente no monitoramento do animal.

Palavras-chave: Leptospirose. Sémen bovino. Protocolos de antibidticos. Microbiota

autoctone.
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ABSTRACT

GOTTI, T. B. Evaluation of three antibiotic protocols on the quality of the bovine
semen regarding to its effect on the autoctone microbiota and on the destruction of the
Leptospira spp. serovars Hardjo (strains Hardjoprajitno and Hardjobovis) and Wollffi
(strain 3705). [Avalia¢do de trés protocolos antibioticos na qualidade do sémen bovino
quanto ao seu efeito sobre a microbiota autdctone ¢ na destruicao da Leptospira spp.
sorovares Hardjo (estirpes Hardjoprajitno e Hardjobovis) ¢ Woltti (estirpe 3705)]. 20006. 88
f. Dissertagao (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria ¢
Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdao Paulo, 2007.

Considering that leptospirosis can be transmitted by the artificial insemination route and the
existence of possible fails on current Normative Instruction of the Ministerio de
Agricultura, Pecudria e Abastecimento- MAPA, for the control of this disease in bulls in
reproductive service in Artificial Insemination Centers-AIC, and still for the low rates due
to the presence of autoctone microbiota in the industrialized semen aftecting the production
of embryos by in vitro fertilization, the present study aimed to evaluate the autoctone
microbiota presented in preputial mucus and semen samples according to season (falls and
dry) and bull ages (<4 and >4 years) from the AIC; the effect of the treatment with
antibiotic protocols added to the semen extensor: A- gentamicine (250 pg/mL), tilosine (50
pug/mL); lincomicine (150 pg/mL); espectinomicine (300 pg/mL; B- penicillin (500 UI);
estreptomicine (500 UI); lincomicine (150 pg/mL); espectinomicine (300 pg/mL); Cl-
amicacine sulphate (500 pg/mL); C2- amicacine sulphate (1500 ug/mL) and C3- amicacine
sulphate (2500 pg/mL) on microbiota presents in the semen samples; the etfect of the
antibiotic protocols (A, B, C1, C2, C3) on spermatozoa by the test of membrane integrity;

the bactericidal effect of the antibiotic protocols A, B and C2 added to the extensor, on the

semen experimentally contaminated with Leptospira spp. serovars Hardjo (strains



Hardjoprajitno and Hardjobovis) and Wolffi (strain 3705), for the bacteriological culture
and polimerase chain reaction (PCR), comparing themselves. Of the samples of preputial
mucus and semen samples of eight bulls of an AIC it was observed correlation among
bacterial Genera detected by the bacteriological culture of preputial mucus and semen in
the same collection; but it was not observed difference relative to animal age groups and
seasons of the year. The antibiotic protocols (A, B, C1, C2, C3) had no effect on the
integrity of cytoplasmic membrane of the spermatozoa. C3 showed greater reduction on
semen microbita, but no statistically significant. PCR was more sensible than the
bacteriological culture in the detention of Leptospira spp. from semen samples
experimentally contaminated, however the reduction on the frequency of positive results by
PCR was not related to bactericidal effect of the antibiotic protocols, maybe it was due to
intrinsic factors of this method. The bacteriological culture showed very low sensitivity to
isolate Leptospira spp. from experimental contaminated semen with 10° bacterias/mL. The
transmission of leptospires by industrialized semen from donor bulls of AIC depend mainly
on the concentration of leptospires excreted at the moment of the semen collection. The
PCR confirms to be a fundamental tool for the detention of leptospires in the semen of
donor bulls in AIC, and must be used at least twice during the quarantine, and for the

animal monitoring during service time.

Word-key: Leptospirosis. Bovine sémen. Antibiotic protocols. Microbiota autoctone.
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1 INTRODUCAOQO

A leptospirose ¢ uma doenga de curso agudo a cronico, causado por espiroquetas
pertencentes a ordem Spirochaetales, familia Leptospiracae, género Lepfospira, apresenta
carater zoonotico acometendo diversas espécies animais domésticas e silvestres.

Destaca-se por afetar aspectos ligados a produgdo, envolvendo principalmente a
diminuigao leiteira e a redugdo da fertilidade (LANGONI, 1999). Sua distribuicdo ¢é
amplamente difundida em varios paises do mundo incluindo o Brasil, acarretando elevados
prejuizos econdmicos para a pecuaria nacional e mundial (VASCONCELLOS, 1997; PINTO,
1997).

Até 1989 sua classificagdo era baseada em caracteristicas antigénicas, dividindo o
género em duas espécies: Leptospira interrogans, compreendendo as estirpes patogénicas e L.
biflexa, que engloba as cepas saprofitas do meio ambiente (LEVETT, 2001). Esta divisdo,
com base em critérios relacionados as reagdes sorologicas especificas, resulta em 23
sorogrupos constituidos por cerca de 250 sorovares de leptospiras patogénicas e saprofitas
(FAINE, 1999). Esta classificagdo € a base do sorodiagnostico. Em 1987, o pesquisador
brasileiro Yasuda propds nova classificagdo baseada na hibridizagdo por homologia do DNA
e recentemente, entdo, o género Leptospira foi reclassificado, segundo caracteristicas
genotipicas, em oito genomoespécies patogénicas: L. alexanderi, L. borgpetersenii, L. faine,
L. inadai, L. interrogans, L. kirschneri, L. santarosai e L. weilii. As leptospiras saprofitas ou
de vida livre estdo englobadas em trés genomoespécies: L. biflexa, L. meyeri e L. wolbachii,
com raros casos de infec¢do (KMETY; DIKKEN, 1993).

As leptospiras sao pouco resistentes a luz solar direta, aos desinfetantes comuns € aos

anti-sépticos. As leptospiras patogénicas sobrevivem na agua variando seu periodo conforme
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a temperatura, o pH, a salinidade e ao grau de polui¢ao (BRASIL, 1995). Todas as leptospiras
sdo sensivels em pH acido abaixo de 6,8, porém sobrevivem em condigdes alcalinas em pH
entre 7.8 — 79. O armazenamento em nitrogénio liquido preserva a viruléncia e a
antigenicidade deste agente (FAINE et al, 1999). Teoricamente, qualquer sorovar de
Leptospira spp. pode infectar qualquer espécie animal, mas na pratica existem sorovares
endémicos em uma determinada regido ou pais e adaptados aos hospedeiros naturais,
favorecendo assim, sua preservagao no meio ambiente.

Os sorovares Wolffi e Grippotyphosa podem estar presentes em alguns roedores
silvestres e espécies marsupiais. Roedores sinantropicos, suinos e cdes sio, respectivamente,
considerados hospedeiros de manutengdo dos sorovares Icterohaemorrhagiae, Pomona e
Canicola (ELLIS, 1984; FAINE et al,, 1999 RADOSTITS et al., 2000;). Os roedores da
espécie Mus musculus, Rattus rattus e principalmente o Ratfus novergicus, estao envolvidos
na epidemiologia da leptospirose por eliminarem a leptospira pela urina por periodos
prolongados (LANGONI, 1999). A persisténcia e a intensidade da leptospiruria variam com o
hospedeiro e o sorovar infectante (GONCALVES, 1995).

A porta de entrada mais comum € através de abrasdes na pele e mucosas,
principalmente as conjuntivas; a infec¢do também pode ocorrer na pele integra depois de
prolongada imersdao em agua. (LEVETT, 2001). Apés a entrada no hospedeiro ocorre a
multiplicagdo da bactéria no sangue e praticamente em todos os Orgdos e tecidos, o que
caracteriza a fase de leptospiremia, na qual ha comprometimento do figado, rins, pulmdes,

adrenais, cérebro, Gtero, ovario, trompas e glandula mamaria.

Nas fémeas em gestagdo, o abortamento e suas complica¢des fazem da leptospirose
uma importante doenga da esfera reprodutiva (FAINE, 1982, 1994).
A habilidade em sobreviver e multiplicar ¢ o maior componente de viruléncia deste

grupo de bactéria, entretanto, a partir do surgimento de imunoglobulinas especificas e outros
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mecanismos imunes, a multiplicagdo torna-se comprometida, 0 que ndo ocorre na primo
infec¢ao (FAINE, 1982, 1999). O periodo de incubagdo € de 7 a 14 dias, onde ocorre a
septicemia com o aparecimento de imunoglobulinas da classe IgM, que tém atividade de
poucos dias, surgindo tardiamente anticorpos da classe IgG. Apesar dos anticorpos ajudarem a
combater a bacteremia, nao eliminam por si s6 a infec¢do renal (REBHUN, 1995).

Nos animais que sobreviventes a infeccdo aguda, as leptospiras persistem em sitios
imunologicamente protegidos, como os tibulos proximais, a camara anterior do olho e trato
genital. Nos rins multiplicam-se ativamente, atingindo o pico maximo em 3 a 4 semanas,
sendo excretadas pela urina. Contudo, ha animais portadores que podem manter-se negativos
sorologicamente, mas eliminando leptospira para o meio ambiente constituindo-se, portanto,
em fonte de infecgdo importante. Fetos parecem agir da mesma maneira que os adultos,
nascendo portadores renais e excretores de leptospiras (FAINE, 1982, 1994; FAINE et al,
1999).

Seu diagnostico clinico € dificil exigindo usualmente a confirmag@o laboratorial
(STOENNER, 1972) uma vez que ndo apresenta sinais patognomonicos.

Dentre as formas diagnosticas, a detec¢do de anticorpos séricos através da Reagdo de
Soroaglutinagdo Microscopica (SAM) ainda se constitui em prova de referéncia, conforme
preconiza a Organizagdo Mundial da Saide. Embora a SAM consiga estabelecer com certo
grau de especificidade sorogrupo/sorovar envolvido, apresenta como desvantagem ser pouco
sensivel quando considerado o tempo e a elevada concentragao de anticorpos necessarios para
a emissdo do sinal. Além disto, em alguns casos ndo € discriminatéria de infecgdo pregressa,
ativa ou reacdo vacinal (FAINE, 1999; KEE et al., 1994). Portanto, a sorologia nio reflete

necessariamente o estado de portador ou eliminador de leptospiras em bovino (VAN EYS et

al., 1989).




O 1solamento bacteriano € o diagnostico definitivo da doenga, porém este apresenta
baixa sensibilidade, necessitando de amostras recém colhidas que devem ser observadas por
um periodo minimo de 30 dias (GENOVE et al., 1993; SCARCELLI et al., 2004). Em vista
da necessidade do desenvolvimento de métodos que oferecam maior sensibilidade,
especificidade e rapidez, técnicas de Biologia Molecular tém sido aplicadas para a detecgao
de leptospiras (MAGAJEVSKI, 2002).

A leptospirose bovina ocorre mais freqiientemente pelo resultado de infecgdo pela
Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo (genotipo Hardjobovis ou Hardjoprajitno). Os
sintomas nos bovinos ndo sdo especificos, podendo variar de assintomatico até agudo, febril e
severo. A leptospirose bovina aguda apresenta severidade dos sintomas de acordo com o
sorovar infectante, sendo particularmente grave quando devida aos sorovares
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa e Pomona, principalmente em bezerros (FAINE et al.,
1999). Os sintomas clinicos incluem febre alta, anemia hemolitica, hemoglobintria, ictericia,
congestdo pulmonar e ocasionalmente, meningite e morte. Animais que sobrevivem
apresentam retardo ao crescimento e no ganho de peso, com significante lesdo renal, as quais
condenam a carcaga no abate.

A sindrome mais comum associada a leptospirose aguda em gado leiteiro, € a
sindrome da queda do leite ocorrendo diminui¢do na produgdo de leite que dura de 2 a 10
dias, caracterizando-se pelo aparecimento de mastite flacida com agalaxia, com pequena
quantidade de sangue no leite, o qual adquire aspecto de colostro, amarelado, com grumos
grosseiros e elevada contagem de células somaticas (FAINE et al., 1999).

A forma cronica geralmente associada aos sorovares Wolffi e Hardjo apresenta aborto,
nascimento de animais fracos, natimortos, nascimento de prematuro e bezerros fracos ou

aparentemente normais, mas portadores. Reten¢do de placenta pode ocorrer na infec¢do por

Hardjo (FAINE et al., 1999).
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Nos bovinos os principais sinais da leptospirose sao agalaxia e os problemas ligados a
reprodugdo, como infertilidade, abortos, natimortos, morte e reabsor¢do fetal e nascimento de
animais debilitados (THIERMANN;, 1984; ELLIS, 1986).

A transmissdo do agente na espécie bovina pode ocorrer de forma indireta, através do
contato com agua e solos contaminados, e pelo modo direto, especialmente a forma venérea
(AMATREDJO et al , 1975).

A transmissao venérea foi confirmada por Roberts (1958) e Jones (1958) que
verificaram que a leptospirose poderia ser disseminada nos rebanhos por meio do sémen
contaminado, durante a monta natural (MN) e a Inseminag¢do Artificial (IA).

A presenca de Leptospira spp. em sémen de touros naturais e experimentalmente
infectados, ja foi demonstrada (SLEIGHT; WILLIANS, 1961; SLEIGHT et al., 1964).

Sleighe e Willians (1961) verificaram que em touros portadores renais, a leptospirose
assume grande importancia tendo em vista que a uretra € comum a passagem da urina e do
sémen. Os bovinos infectados eliminam o agente pela urina por um periodo de tempo
variavel que pode chegar a mais de um ano (HANSON, 1982; THIERMANN, 1984), porém
segundo Rebhun (1995), alguns bovinos eliminam o agente em carater intermitente,
persistindo entre 10 dias e quatro meses.

Sleighe et al. (1964) analisaram seis touros experimentalmente infectados por
Leptospira interrogans sorovar Pomona, quatro apresentavam lesdes nos testiculos e
epididimos semelhantes aquelas encontradas nos rins; em dois, as amostras de s€émen estavam
contaminadas por leptospiras, porém consideraram mais provavel a contamina¢ao pela urina,
afirmando que a extensdao do envolvimento dos 6rgaos genitais era insuficiente. Relataram
também, que devido a variabilidade individual dos animais a infecgdo pelo sorovar Pomona

seria possivel a ocorréncia de orquite nos touros infectados, capaz de afetar a fertilidade.
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Kiktenko et al. (1976) comprovaram a importancia do sémen como meio de
transmissao da leptospirose, isolando leptospiras de quatro amostras de sémen de um total de
56 touros, os quais a necropsia revelaram inflamacgdo dos testiculos e das glandulas anexas.
Alguns animais infectados apresentaram diminuigdo da libido e perdas da qualidade do
sémen, pela diminui¢io do volume do ejaculado, queda da concentragdo e da motilidade dos
espermatozoides e necrospermia.

Ellis et al. (1986) isolaram o sorovar Hardjo no trato genital de touros naturalmente
infectados, sendo microrganismo encontrado nos rins, vesiculas seminais, epididimo e
testiculos e confirmaram que a transmissao venérea a partir do sémen de machos infectados, €
td0 ou mais importante que a transmissao urinaria.

Vaz e Oliveira (1978) detectaram anticorpos anti-leptospira no sémen de 54% de 71
touros examinados em uma Central de Inseminag¢io no Rio Grande do Sul.

Guimardes et al. (1987), analisaram amostras de soro sanguineo e de esperma de
reprodutores bovinos em regime de quarentena em centrais de inseminag@o artificial do
Estado de Sao Paulo, observaram que 11/41 (26,8%) eram reagentes na SAM para Leptospira
interrogans, sendo 9/11 (81,8%) foram para o sorovar Wolffi e dois 2/11(18,2%) para o
sorovar Shermani; porém as amostras de sémen resultaram negativas frente a técnica de
isolamento adotada. A falha no isolamento poderia ser explicada pela possivel competi¢ao
exercida por microrganismos inibidores e /ou pela presenga de contaminantes
(SCHONBERG, 1981).

Com o incremento do uso da Inseminagao artificial (IA) nos ultimos anos, tornando-se
uma das técnicas de reproduc@o mais difundida no meio agropecuario, onde se estima que
milhdes de doses de sémen congelado sdo comercializadas entre os diferentes paises, a
garantia sanitaria de doadores deve ser motivo de grande preocupagdo. Uma vez que na IA, o

s€men € colocado diretamente no utero, evitando desta forma o efeito bactericida da secreg¢@o
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cervico-vaginal produzida no estro, reconheceu-se que muitos patégenos ou mesmo agentes
da microbiota na cavidade prepucial poderiam sobreviver aos processos laboratoriais, desde a
dilui¢do até o congelamento trazendo sérios riscos aos animais (EAGLEWSOME; GARCIA,
1992; GENOVEZ et al., 1999; PALIT et al_, 1986).

Para prevenir o risco de transmissdao de agentes infecciosos por meio da insemina¢do
artificial, faz-se necessario um rigido controle da condi¢@o sanitaria dos touros e da qualidade
do sémen, desde a colheita até a conservagdo. O método subjetivo de exame visual, para
analise da motilidade dos espermatozoides, utilizando microscopio 6tico com contraste de
fase e platina aquecida, € aceitavel quando realizado por pessoa experiente (VARNER et al.,
1991).

O espermatozoéide € dividido em cabega, colo, peca intermediaria e cauda, a qual
subdividida em peca principal e peca terminal (MANN; LUTWAK-MANN, 1981). Do ponto
de vista do armazenamento do sémen a baixas temperaturas (+5 e -196°C) considera-se o
espermatozoide como um elemento dotado de um nucleo altamente condensado e de
estruturas microtubulares, fibrosas e membranosas que tem diferentes respostas ao choque
térmico e as baixas temperaturas. Dentre os fatores que afetam a preservagdo do sémen,
choque término ¢ um dos mais importantes. Choque térmico € a denominagdo genérica dada
as alteragdes morfclogicas e bioquimicas irreversiveis das membranas celulares, induzidas
pelo resfriamento rapido dos espermatozoides de +20 a +5°C. Estas alteragGes sio
acompanhadas por um padrio anormal de motilidade, perda rapida da motilidade e
viabilidade, danos nas membranas plasmaticas e acrossomal, metabolismo reduzido e perda
de componentes intracelulares (WATSON, 1981). O dano celular pode ser causado
diretamente, como pela ruptura de membranas, ou indiretamente pela alteragdo de fungdes

celulares, como a reducio da velocidade dos processos metabolicos (WATSON, 1990).
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Dentre as formas de preservagdo do sémen, € importante destacar a utilizagdo de
diluentes com a finalidade de proteger os espermatozoides de condigdes ambientais
desfavoraveis e a prolongar a sua sobrevivéncia (PICKETT; AMANN, 1987; BRINSKO;
VARNER, 1992). Os diluentes também s3o utilizados para aumentar a viabilidade do s€men,
para aumentar o volume da dose também para auxiliar na avaliagio do sémen (MATTOS,
1995). Um diluente deve possuir as seguintes caracteristicas: pressao osmotica compativel
com o espermatozoéide; equilibrio de elementos minerais; uma combinagdo de nutrientes;
substancias capazes de neutralizar produtos toxicos produzidos pelos espermatozoides.

Muitos estudos comparam diluentes e métodos de resfriamento e de diluigdo tendo a
motilidade espermatica como principal variavel de avaliagdo da preservagdo dos
espermatozoides. A estimagdo da motilidade espermatica continua sendo um elemento
importante na avaliagdo da fungdo espermatica (KENNEY et al., 1993; PICKETT et al., 1993;
VARNER et al., 1988). Considerando que a motilidade € um componente indispensavel do
mecanismo de fertilizagdo, a perda irreversivel de motilidade pode ser considerada uma perda
de fungdo celular. Por outro lado, a manutengdo da motilidade ndo implica na integridade
celular completa (VARNER et al., 1988) e ndo tem correlagdao absoluta com a fertilidade
(PACE; SULLIVAN, 1975).

A adigido de antibidticos aos diluentes permite a redu¢do da contaminagdo do sémen,
diminuindo a transmissdo de doengas venéreas bacterianas (HUGHES; LLOY, 1970) e o risco
do desenvolvimento de endometrites decorrentes da inseminag¢do. Ha relatos na literatura
comprovando que as leptospiras podem suportar as concentragdes de antibidticos empregadas
no processo de congelamento do s€men, com ou sem redugdo em sua viruléncia (BLENDEN,
1976; BRYAN; BOLEY, 1975; HOAG; BELL, 1955).

Porém, alguns antibioticos reduzem a motilidade e a sobrevivéncia dos

espermatozoides (JASKO et al, 1993). Os antibidticos comumente utilizados sdo
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pertencentes aos grupos dos [-lactdmicos, como penicilina (KENNEY et al, 1975);
amoxicilina (CLEMENTE et al, 1995), dos aminoglicosidios como gentamicina,
estreptomicina (KENNEY et al., 1983) e amicacina (VARNER et al., 1992).

Miraglia (2001) comparou a capacidade de quatro antibioticos, acrescidos ao diluidor
de sémen gema-citrato, concluindo que a associa¢do penicilina-estreptomicina apresentou 0s
melhores resultados na capacidade de destruir leptospiras, embora houvesse 2,0% (7/348) de
cultivos positivos. Amoxicilina, ceftiofur sodico € a combinagdo de ambos, nas concentra¢des
de 1000 pg/mL, ndo foram efetivas para inativar as leptospiras.

Nos EUA, o “Certified Sémen Services (CSS) Minimun Requirements for Disease
Control of Semen Produced for Artificial Insemination”, determina um protocolo com os
padrdes minimos para 0 monitoramento de saude e doengas dos touros, anteriormente a sua
entrada, bem como durante o isolamento (quarentena) e a residéncia dos mesmos nas centrais
de inseminag@o artificial (CIA). Em relag@o a leptospirose, os touros doadores de s€men nas
CIA s3o submetidos aos testes sorologicos semestrais para 0s cinco sorovares mais
importantes naquele pais: Hardjo, Icterohaemorrhaegiae, Canicola, Pomona e Grippotyphosa.
Além disso, o CSS determinou quais os antibioticos e diluidores mais efetivos no controle
microbiologico do sémen. Um protocolo aceitavel € aquele em que o sémen e o diluidor sdo
tratados com os antibidticos gentamicina, tilosina, lincomicina e estreptomicina (NAAB,
2001).

No Brasil, até recentemente, a Secretaria de Defesa Agropecuaria do Ministério de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA determinava que o controle da transmissdo de
leptospirose pelo sémen de touros doadores em centrais de inseminag@o artificial (CIA)
deveria ser realizado através de duas provas sorologicas pela SAM com intervalo de 30 dias,
iniciadas 15 dias apos a medicagdo antibiotica, com titulo inferior a 1:100 para todos os

sorovares usualmente constantes da bateria de antigenos conforme recomendado pela
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Organizagdo Mundial de Saude, com especial ateng¢do para os sorovares Icterohaemorrhagiae,
Canicola, Pomona, Grippotyphosa e Hardjo. Os bovinos reagentes somente poderiam ser
utilizados em regime de coleta apos tratamento com dihidroestreptomicina na dose de
25mg/kg, trés dias consecutivos, € cujos titulos mantivessem inalterados ou em declinio, e
ainda cujo resultado laboratorial em duas amostras de urina, colhidas duas semanas apoés
tratamento fossem negativas. Atualmente, a Portaria 46 de julho de 2003 que versa sobre
requisitos zoossanitarios para importagdo de sémen bovino e bubalino de paises extra-
mercosul e a Instrugdo Normativa 48 de junho de 2003, que determina os requisitos minimos
para a produgdo e comercializagdo de sémen dessas espécies no Brasil, ndo preconizam
qualquer medida de selegdo do touro ingressante quanto a leptospirose, baseando-se apenas na
utilizagdo de dois protocolos de adi¢do de antibidticos ao extensor, sejam eles: A)gentamicina
(250 pg), tilosina (50 pg), lincomicina (150 pg) e espectinomicina (300 pg)- GTLS; ou
B)penicilina (500 IU), estreptomicina (500 IU), lincomicina (150 pg) e espectinomicina (300
ug) (BRASIL, 2003).

Embora o procedimento anteriormente preconizado pelo MAPA impusesse restrigdes
severas a entrada de touros em CIA baseado em critério falho, ou seja, na avaliagdo soroldgica
em curto prazo; na Instrugdo Normativa vigente nenhum controle sobre o estatus sanitario do
animal ingressante tem sido considerado além da simples adi¢do do diluente com um ou outro
protocolo antibidtico.

A adigdo de antibidticos de amplo espectro nos extensores de sémen, em
concentragdes que ndo sejam deletérias aos espermatozoides, mas que garantam a destruigdo
de leptospiras, necessita de estudo (MIRAGLIA, 2001; MITCHELL, 1983; PAREZ, 1998;
SLEIGHT, 1965). O sulfato de amicacina, que tem sido empregado na prevengdo de
contaminantes nas varias etapas da fertilizagdo in vitro (FIV) deveria ser testado, avaliando

seu nivel de toxicidade para o espermatozdoide (MIRAGLIA, 2001; MITCHELL, 1983;
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PAREZ, 1984; SLEIGHT, 1965). Essa biotécnica visa multiplicar a producdo de animais
geneticamente superiores e impedir, o descarte precoce de fémeas geneticamente
privilegiadas, portadoras ou n3o de altera¢des adquiridas que impedem que a reprodugdao
ocorra de forma natural, entretanto, a qualidade do sémen rotineiramente utilizado para 1A
tem se mostrado insuficiente para o sucesso da FIV, particularmente no momento do co-
cultivo. Pequenas quantidades de agentes ubiquitarios, de microbiota autdctone ou mesmo
patogenos sao francamente multiplicados nas condigdes de cultivo empregadas
(GONCALVES et al., 2002).

Estudos mostraram que o epitélio estratificado que recobre a cavidade prepucial € o
pénis dos bovinos apresenta invaginagdes que podem atingir a lamina propria. A profundidade
destas dobras é menor no prepucio, sobre tudo na parte dorsal, aumentado em nimero e em
profundidade com o avango da idade do animal, estando relacionada principalmente a animais
com idade superior a quatro anos (STOESSEL, 1982). Os reprodutores jovens apresentam
certa resisténcia as infecgdes, principalmente por agentes microaerofilos, que nao
encontrariam quantidade e profundidade suficientes de criptas para sua manutengdo e
multiplicagio (GENOVEZ et al., 1999). A microbiota por sua vez, também pode sofrer
alteragOes sazonais que se reflete nas condi¢des ambientais e de infraestrutura dos locais de
coleta das centrais.

O efeito de diferentes tipos e de variaveis concentragdes de antibidticos sobre a
viabilidade do espermatozoide necessita ser ainda investigado com profundidade, e o emprego
do teste de integridade de membrana seria uma boa opgdo. A integridade estrutural e
funcional de membrana € importante para o sucesso da fertiliza¢ao.

Para que se possa certificar da validade do processo de criopreservagdo, o
espermatozoide deve estar com sua fungdo e morfologia intactas de forma que possa ser

considerado viavel ao processo de fertilizacio (DELL"'AQUA JUNIOR, 2000). A integridade
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da membrana plasmatica é importante para o metabolismo espermatico, assim como para 0s
processos como capacitagdo espermatica, rea¢dao acrossomal e a ligagdo do espermatozoide a

superficie do 6vulo (HARRISON; VICKERS, 1990).

Atualmente, o teste com sondas fluorescentes tem mostrado resultados satisfatorios
seguindo a técnica descrita por Harrison e Vickers (1990) e modificada por Zuccari (1998)
por ser de facil preparo e interpretagdo. Segundo Zuccari (1998), a utiliza¢do de fluorocromos
esta se tornando cada vez mais rotineira, por serem corantes de facil difusdo em células
integras ou lesadas, mesma na presenga de um crioprotetor. Os corantes fluorescentes
dividem-se em dois grupos, os que ndo sdo capazes de penetrar através da membrana integra
(brometo de etideo, iodeto de propidio, etc.), portanto so ingressando e corando células com a
membrana lesada, ligando-se ao DNA celular e produzindo coloragdo vermelha. O segundo
grupo, onde se encontra os compostos ndo polares, entre eles os ésteres de fluoresceina, que
possuem a caracteristica de se difundirem através da membrana intacta e ao ingressarem na
célula espermatica sofrem hidrolise por esterases, resultando na formagdo de
carboxifluoresceina livre, permanecendo nas células intactas, corando-as de fluorescéncia
verde (HARRISON; VICKERS, 1990; ROTMAN; PAPERMASTER, 1966).

Considerando-se que a leptospirose pode ser transmitida pela IA e a existéncia de
possiveis falhas no controle do sémen bovino com relagdo ao protocolo atual preconizado
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento-MAPA, o qual ndo contempla
qualquer selegdo prévia dos animais com relagdo a esta enfermidade, e ainda em virtude das
dificuldades de obtengdo de melhores taxas na FIV empregando-se sémen comercial, o
presente trabalho propds a analise de trés protocolos de antibidticos no controle da
leptospirose, como também seu efeito sobre a microbiota do sémen de touros < 4 anos € > 4

anos, doadores em Central de Insemina¢do Artificial - CIA assim como sua varia¢io com o
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periodo de chuva e seca, através do exame bacteriologico com isolamento e identificacio do

agente e da reag@o em cadeia pela polimerase (PCR).
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2 OBJETIVOS

O presente estudo tem por objetivos:

- avaliar a microbiota autdctone presente nas amostras de muco prepucial e sémen colhidas

em duas €pocas distintas do ano, na chuva e na seca, e entre touros com <4 e > 4 anos.

- avaliar o efeito do tratamento com os protocolos antibidticos adicionados ao extensor : A):
gentamicina (250 pg), tilosina (50 pg), lincomicina (150 pg), espectinomicina (300 pg) e B):
penicilina (500 UI), estreptomicina (S00UTI), lincomicina (150 pg), espectinomicina (300 pg),
ambas determinadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA
n°46/2003 e 48/2003 em vigéncia no Brasil, e C): Sulfato de amicacina: C1) 500 pg/mL, C2)
1500 pg/mL e C3) 2500 pg/mL de uso corrente na FIV, sobre a microbiota presente na
amostra de sémen de touros provenientes de um Centro de Colheita e Processamento de

Sémen — CCPS, Sao Paulo-SP.

- avaliar o efeito dos protocolos de antibioticos (A, B, C1, C2, C3 e Controle) sobre o

espermatozoide através do teste de integridade de membrana.

- avaliar o efeito bactericida do emprego dos trés protocolos antibidticos (A, B e C2),
adicionados ao extensor de sémen experimentalmente contaminado com Leptospira spp.

sorovares Hardjo (estirpes Hardjoprajitno e Hardjobovis) e Wolffi (estirpe 3705),
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provenientes desses touros, através das técnicas de cultivo microbiologico e Rea¢do em

Cadeia pela Polimerase (PCR), comparando-as entre si.
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3 MATERIAL E METODOS

A conduta laboratorial foi dividida em duas etapas. Na primeira etapa foram
selecionados os animais mediante exames sanitarios e andrologico. Na segunda etapa foram

realizados os exames propriamente ditos referentes a avaliagdo do efeito das associagdes

antibioticas sobre a qualidade do sémen.

3.1 Breve Resumo da Rotina Estabelecida na Central de Inseminac¢io Artificial

Os animais s3o colhidos em dois locais distintos, um contendo grama e/ ou areia, a
qual ¢ umedecida previamente para diminuir a poeira. Os touros sdo trazidos para o local de
colheita aproximadamente 6:30h onde sdo examinados clinicamente, lavados e escovados
para retirada de todas as sujidades aderidas ao corpo. Apos o banho, é lavada a regido do
oOstio prepucial primeiramente com agua e sabdo e depois realizada a lavagem da regido
prepucial com agua deionizada e posteriormente com solugio salina 0,9%.

A estimulagdo para coleta de sémen ¢é realizada através da utilizagdo de manequins que
passam pelo mesmo processo de higienizagio.

A coleta de sémen ¢ realizada pelo método de vagina artificial individualizada, as
quais s3o lavadas e desinfetadas apos as colheitas. O sémen individualizado € colhido em um
frasco de vidro graduado, levado imediatamente ao laboratorio e mantido em banho

termostatizado a 37°C durante o tempo de realizagdo do exame fisico.
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No laboratorio sdo realizados dois exames: espermograma e avaliagdo de patologias
do espermatozoide. No primeiro, leva se em consideragdo as caracteristicas fisicas do
ejaculado: volume e aspecto, seguido do exame em microscopia otica (100 x) para analise do
turbilhdo, motilidade, vigor e concentragao. No segundo, uma aliquota da amostra de sémen ¢
acrescida de formol 10% na diluigdo de 1:10 para analise morfoldgica, patologias como
anormalidades da cabeca e da cauda.

Uma vez considerado apto para a reprodugdo, ou seja, apresenta o padrio minimo
exigido para a comercializagdo no Brasil, que segue os critérios do Colégio Brasileiro de
Reprodug@o Animal (CBRA, 1998), passa a ser diluido adicionando se o diluente ou extensor
contendo a mistura antibiotica, previamente preparada. Esta suspensdo € mantida a 4° C por
no minimo 4 horas até ser distribuido e congelado a —196° C. Dentro de 24-48 horas o sémen
congelado é submetido a dois exames complementares: teste de termo resisténcia, onde o
sémen € colocado a 45°C por 30 minutos para a observagao da motilidade e do vigor, e o teste
pos-congelamento em duas etapas, a primeira imediatamente apos o descongelamento e a
segunda apds o sémen ter sido mantido a 37°C por 30 minutos, onde sdo também observadas

motilidade e vigor.
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3.2 Controle Sanitario dos Touros Doadores

Nesta fase foi realizado o controle sanitario dos animais doadores.

3.2.1 Animais Selecionados

Os animais foram submetidos a exames laboratoriais para que fossem selecionados;

devendo apresentar-se livres de enfermidades reprodutivas:

3.2.1.1 Exames Soroldgicos

a- Brucelose -Antigeno Acidificado Tamponado segundo ALTON et al,1988,
confirmagdo pelo 2-ME em soroaglutinagdo lenta.

b- Leptospirose - Soroaglutinagdo Microscopica (SAM) segundo FAINE et al.,1999)
frente a 26 sorovares de Leptospira spp. Quando na triagem apresentavam titulo > 50
com 100% de aglutinagdo, foram tituladas em dilui¢es seriadas de razio 2, sendo o
titulo final, a maior dilui¢do capaz de revelar 50% das leptospiras livres por campo
microscopico. Na eventual positividade sorologica para leptospirose, os animais foram
tratados com trés doses consecutivas de diidroestreptomicina 25mg/kg e as amostras

de sémen foram colhidas 10 dias apos o término do tratamento.
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IBR e BVD-Virusneutralizagdo em microplacas para IBR e BVD segundo PITUCO,
1988 ¢ PITUCO, 1995.

Neosporose — kit comercial Neospora caninum "Antibody test kit
Idexx - Herd check (IDEXX do Brasil 11-63457007 - Sdo Paulo).

Clamidofilose- Reagdo de Fixa¢ao do complemento segundo Igayara et al. (2002).

3.2.1.2 Exames Bacteriologicos

Campilobacteriose genital bovina e exame bacteriologico de muco prepucial conforme
GENOVEZ et al., 1989.

Espermocultura para agentes oportunistas da microbiota prepucial, segundo Genovez

et al. (1999) e para patogenos como Lepiospira spp. segundo Faine, (1999),

Campylobacter fetus subsp. fetus e subsp venerealis segundo Genovez et al,

“DQ&} GENOUEQ et al., {lggg}, Genovez {183’}, Hl‘stoplu'}us somn/l segunc‘o

Scarcelli et al. (2004) e Mycoplasma spp. e Ureaplasma diversum segundo Cardoso

et al. (2001).
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3.2.1.3 Exame Direto para Tricomoniase

Foi realizado através davisualizagdo a fresco do lavado prepucial, segundo Amaral e

Santos, (1974).

3.2.1.4 Exame Andrologico

Este exame foi realizado no sémen in natura segundo Manual do Colégio Brasileiro de

Reprodugdo Animal (CBRA, 1998).

1) Identificagdo do Animal

2) Exame Clinico: anamnese ou historia clinica, exame clinico geral, comportamento sexual e
indole, exame do sistema genital: bolsa escrotal e testiculos: forma, simetria, consisténcia,
mobilidade, sensibilidade, temperatura, posi¢do, tamanho e biometria testicular; epididimos;
corddes espermaticos; prepucio; pénis; genitalia interna.

3) Espermograma: colheita de sémen, caracteristicas fisicas do ejaculado: volume, aspecto,
turbilhdo, motilidade, vigor, concentragdo; caracteristicas morfologicas dos espermatozoides:
anormalidades de cabecga e cauda.

4) Exames Complementares: teste de termo-resisténcia; exames microbiologicos (para

controle de patdgenos) e exames sorologicos (para controle de patogenos).
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5) Diagnostico e Conclusdo: quando um reprodutor € submetido a uma avaliagdo andrologica
€ necessario que se chegue a um diagnostico/ conclusdo com vistas ao seu aproveitamento. Os
reprodutores sdo classificados em aptos, questionaveis ou inaptos para a reprodugao.

Os Anexos A e B representam os valores seminais padronizados para bovinos segundo

CBRA.

3.2.2 Amostras Clinicas

Foram coletados amostras de soro, muco prepucial e sémen para realizagdo dos exames.

3.2.2.1 Soro

Cerca de 10 mL de sangue de cada touro foram colhidos de forma asséptica, antes do
fornecimento de ragdo, separado o soro sanguineo, transferido para frasco estéril e mantido a

—20° C até o momento da utilizagdo .

3.2.2.2 Muco prepucial

Os animais selecionados foram submetidos a colheita de muco prepucial realizada

como preconizado por Genovez et al. (1999).



3.2.2.3 Sémen

Os animais selecionados foram submetidos a colheita de sémen através da vagina
artificial como preconizado pela Central de Inseminagdo Artificial-CIA.

As amostras de muco prepucial e sémen foram colhidos sempre nas mesmas datas.

3.3 Efeito dos Protocolos de Antibidticos sobre a Microbiota do Sémen

3.3.1 Analise da Microbiota Prepucial

Foram realizados exames bacteriologicos do muco prepucial segundo GENOVEZ, et
al., 1999, para identificagio da microbiota que pudesse interferir por contigiidade com o
sémen. Os resultados dos testes propostos foram avaliados em fungdo das idades dos touros

(<4 anos e > 4 anos) e em relagdo a sazonalidade, periodo de chuva e seca.

3.3.2 Analise da Microbiota do Sémen

A seguir, sera mencionado a analise das amostras de s€men no pré e pos tratamento.
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3.3.2.1 Colheitas

Para este exame foram realizadas colheitas nas mesmas condigdes acima.

3.3.2.2 Pré—tratamento

Foi realizado exame bacteriologico com isolamento e identificagdo de agentes para
identificagdo da microbiota do sémen in natura antes da aplicagdo dos protocolos de
antibidticos. 10 ul. de cada amostra de sémen in natura foram submetidos ao exame

bacteriologico pelo método UFC —unidades formadoras de colonia segundo Genovez et al.

(1999).

3.3.2.3 Pos-tratamento

A cada amostra de sémen foi adicionado o extensor acrescido de cada um dos trés
protocolos de antibidticos A, B, Cl, C2 e C3, e um controle sem antibiotico (apenas

extensor), os quais foram submetidos ao cultivo bacteriologico para isolamento e

identificagdo de agentes de microbiota.
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e Protocolos de antibioticos

Protocolo A: gentamicina (250 pg/mL), tilosina (50 pg/mL); lincomicina (150 pg/mL);
espectinomicina (300 pg/mL).

Protocolo B: penicilina (500 UI); estreptomicina (500 UI); lincomicina (150 pg/mL);
espectinomicina (300 pg/mL).

Protocolo C1: sulfato de amicacina (500 pg/mL)

Protocolo C2: sulfato de amicacina (1500 pg/mL)

Protocolo C3: sulfato de amicacina (2500 pg/mL)

Controle (C): extensor sem antibiotico

e Preparo do extensor

O extensor foi preparado com 26,21g de meio Tris, 14,51g. de acido citrico, 220 mL

de gema de ovo e dissolvidos em agua destilada.

e Dilui¢do do Sémen

Imediatamente apds a colheita, cada amostra de sémen foi colocada em banho
termostatizado a 37° C, e analisadas quanto ao volume (mL), motilidade (%) e vigor (0-5)
(MAARA, 1996).

A dilui¢io do sémen foi realizada de acordo com a concentragio espermatica obtida
através da leitura em espectofotrometro calibrado frente a uma amostra de sémen diluido, de

concentracdo conhecida através de prévia determinagao por contagem direta (CBRA, 1998).
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Para cada protocolo (A, B, Cl1, C2, C3 e Controle) a dilui¢ao do sémen foi 30X10 °
espermatozoides/mL. Posteriormente o sémen diluido foi resfriado a 4° C por 4 horas e logo

apos, envasado e congelado em nitrogénio liquido (-196° C).

3.3.3 Teste de integridade de membrana

O teste de integridade de membrana foi realizado para avaliagao da possivel toxicidade
ou efeito deletério dos protocolos de antibioticos sobre o espermatozoide. Os pardmetros
espermaticos foram avaliados através da analise computadorizada da motilidade (CASA —
Hamilton Thorm — HTM- IVOS 10) e para a avaliagio da integridade da membrana
espermatica, adotou-se o protocolo descrito por Harrison e Vickers (1990) e modificado por
Zuccari (1998), pelo uso de sondas fluorescentes. Utilizou-se a seguinte solugdo:- 01 mL de
citrato de sodio- 10 pL de solugdo formol- salina- 20 pL de carboxifluoresceina (C.F.) -10
uL de iodeto de propidio (1.D.) Adicionu-se 10 pL de sémen a 40 pL da solugéo acima €

entdio examinou-se em microscopia de epifluorescénciacom na qual foram contadas 100

células.

e A interpretagdo da leitura obedeceu ao seguinte critério:

,

integros: espermatozoides com a membrana plasmatica integra, células coradas pela

carboxifluoresceina (CF), apresentando-se verde em toda a sua extensao.
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Lesados: e espermatozoides com a membrana plasmatica e a acrossomal lesada, células

coradas pelo iodeto de propidio (ID), apresentando-se vermelha.

3.4. Efeito dos Protocolos Antibidticos sobre Sémen Contaminado com Lepfospira spp.

Foi analisado o efeito de todos os protocolos de antibidticos através do cultivo microbiologico

e da PCR.

3.4.1 Cultura de Leptospira spp.

As culturas de Leptospira spp. sorovares Hardjo (estirpe Hardjoprajitno) e Wolfhi
(estirpe 3705) foram obtidos do Center for Disease Control-Atlanta-USA e Hardjobovis da
OMS—Organizag¢do Mundial da Saude.

As culturas de leptospiras foram mantidas em 10 mL de meio liquido de EMJH
(DIFCO-USA) modificado (ALVES, 1996) suplementado com 15% de soro estéril de coelho
e inativado a 56°C por 30 minutos, enriquecido com 1% de piruvato de sédio, 1% de cloreto
de calcio, 1% de cloreto de magnésio e 3% de L-asparagina e incubadas durante sete dias em
estufa bacteriologica a 30°C. Cada cultura foi examinada quanto a pureza e auséncia de
autoaglutinagdo em microscopia de campo escuro em aumento 100X, e submetido a contagem
em Camara Petroff-Housser, (Thomas Scientific - catalogo numero 3900) de células

o = v s 8 . «
bacterianas de pelo menos 5 tubos, com concentragio média final de 10 microrganismos

/mL.
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3.4.2 Inoculo

300 pL de sémen acrescidos do extensor contendo os respectivos protocolos de
antibioticos (A, B, C1, C2, C3) e controle (C) sem antibioticos, na diluicio 30X10°
espermatozoide/mL foram experimentalmente contaminados com 3,0 puL dos cultivos de
Leptospira spp. sorovares Hardjo (estirpes Hardjoprajitno e Hardjobovis) e Wolffi (estirpe
3705) na concentragio de 10°leptospiras /mL .

Ap0s contaminagd@o, as amostras de sémen foram armazenadas em tubos criogénicos e
a mistura foi mantida a temperatura de 28-30° C por 30 minutos, para a obtengdo de um
melhor contato entre inoculo e sémen diluido. Logo apos este periodo foram armazenadas em
nitrogénio liquido (-196 °C) por 48 horas, simulando as condigdes de produgdo na Central de

Inseminacdo, sendo descongeladas no momento do uso.

3.4.3 Cultivo Bacteriologico

Ainda, simulando o momento da inseminagdo artificial nas condi¢des de campo, as
amostras de sémen armazenadas em nitrogénio liquido foram descongeladas em temperatura
ambiente e deixadas em temperatura de 30°C por 30 minutos, para em seguida proceder-se a
deteccdo das leptospiras pelo isolamento bacteriologico e PCR.

Foi utilizado o meio EMJH (DIFCO-USA) conforme descrito e acrescido de mistura
antibiotica S-fluoruracil 1% e acido nalidixico 4%, em condi¢des aerobicas a 30°C por 24

horas. Uma aliquota de 100 pL de cada tubo foi semeado em 3 mL de EMJH procedendo-se a



49

leitura em microscopio Jena Zeiss com condensador de campo escuro seco, com lente objetiva

Epiplan 10x/0,20 e de ocular 10 (100X), observado sob as mesmas condi¢des semanalmente

por 30 dias (FAINE et al., 1999).

3.4.4 Reagao em Cadeia pela Polimerase (PCR) para a Detecg¢do de Leptospira spp.

Foi realizada andlise do limiar de detec¢do da técnica de PCR para amostras de sémen

experimentalmente contaminadas.

3.4.4.1 Limiar de detec¢do

A fim de determinar a menor concentragdo de DNA bacteriano que a técnica de PCR
pode detectar em sémen bovino, duas amostras de sémen bovino, na dilui¢io de 30 x
10%spermatozéides/mL  somente com diluente sem antibiotico, foi experimentalmente
contaminado com diferentes concentragdes de Leptospira interrogans sorovar Wolffi, de
modo a se obter 10°, 10, 10%, 10%, 10* e 10’ bactérias por mL de sémen. Para a obtengao
dessas concentragdes de leptospira no material foi utilizada uma cultura pura diluida a 10",
pois nessa diluigdo foi observada a melhor distribuigdo das leptospiras para sua contagem na
cimara de Petroff-Hausser. Foram colocados 10pL da cultura diluida a 10" % preenchendo a
camara, esperou-se pela sedimentagdo do material, e a contagem foi realizada em microscopia

de campo escuro no auimento de 400x. Foram contados, ao acaso, cinco quadrados de linhas
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triplas, e entdo foi calculado o numero aproximado de leptospiras naquele meio, seguindo-se a

formula usual:

Numero de leptospiras contadas X fator de diluigdo X 20.000 X 1.000

80

Foram contadas 35 leptospiras nos cinco quadrados de linha tripla, aplicando-se a formula
obtiveram-se 8,75 x 10°, leptospiras por mL de sémen, foi adicionado 11,4 pL. da cultura
diluida a 10"%, em 988,6 pL de sémen (com diluente sem antibiotico), e a partir dai obtiveram-

se as demais dilui¢des.

3.4.4.2 Extragcdo de DNA

A técnica com proteinase K (LEAL et al., 1995), foi aplicada para extragdo de DNA a
partir da diluicdo de 200 ul de cada amostra de sémen com 400 pul de TE (Tris EDTA ph 7,0).
O volume foi centrifugado a 13000 x g por 30 minutos, e o sedimento foi ressuspendido em

300 pL de tampao Tris-EDTA anteriormente ao protocolo de extragcdo (Anexo D).
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3.4.4.3 Amplificagao do DNA Bacteriano e Analise do Produto Amplificado

Foram realizadas reagdes de PCR com os primers Ligl e Lig2 desenhados a partir do
gene que codifica proteinas semelhantes a imunoglobulinas de leptospiras (/ig), descritos por
Palaniappan et al. (2005), sendo que a expressao dos genes /ig € um fator de viruléncia unico
de leptospiras patogénicas. Os primers amplificam fragmentos de 468 pares de base (pb). Para
a amplificag@o do DNA foi utilizado volume total de 50 pl., com 200 uM de cada dNTP, 5 puL
de tampao 1X, 3 mM de MgCl,, 30 pmol de cada primer (Ligl e Lig2), 1,5 U Taq polymerase
e 10 pL. de DNA. Antes do ciclo de temperaturas, a desnaturagio inicial foi realizada a 95°C
por 5 minutos e, ao final, extensdo a 72°C por 10 minutos. Foram realizados trinta e cinco
ciclos divididos em trés fases: desnaturagdo a 95°C por 60 segundos, hibridizagdo a 58°C por
60 segundos e extensdo a 72°C por 60 segundos. Uma aliquota da cultura de Leptospira
interrogans sorovar Pomona (ATCC) foi utilizada como controle positivo da PCR, e uma
aliquota do meio sem DNA bacteriano foi utilizada como controle negativo. As amplificagdes
foram realizadas em maquina termocicladora Peltier Thermal Cycler-200 (MJ Research) e a
analise dos produtos amplificados foram realizadas por eletroforese em gel de agarose a 1.3%

corado com brometo de etideo.
Lig 1 - 5" TCAATCAAAACAAGGGGCT 3’

Lig 2 - 5"ACTTGCATTGGAAATTGAGAG 3’
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3.5 Tratamento Estatistico

A analise estatistica dos resultados foi realizada com os programas MedCalc ® versao
8.2.02, SPSS version 14.0 for Windows e Epilnfo 6.04 através dos testes ndo paramétricos.
Para comparagio de proporgdes foi utilizado o teste de qui-quadrado (x%) ou teste exato de
Fisher (ZAR, 1999). Para compara¢do de médias foi utilizado o teste de Friedman. A
concordancia entre as técnicas de cultivo microbiologico e PCR para a detecg@o de Leptospira
spp foi estimada através do indicador Kappa (THRUSFIELD, 1995).

O teste de Mcnemar (ZAR, 1999), foi utilizado para comparagdes entre amostras

dependentes.
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4 RESULTADOS

Estao sendo apresentados seguindo-se as duas etapas laboratoriais descritas no item 3.

4.1 Etapa 1 — Selecido dos animais

Foram selecionados 8 touros constantes na tabela 1, divididos em dois grupos,
segundo a idade.

As tabelas 1 a 6 apresentam os resultados dos exames que permitiram a selecdo desses
animais segundo as condigdes sanitarias relativas as seguintes enfermidades reprodutivas:
Brucelose, Leptospirose, Clamidofilose, IBR, BVD, Neosporose, Campilobacteriose Genital
Bovina, Histofilose e Tricomoniase e exame andrologico das amostras de sémen. Nos
exames bacteriologicos do muco prepucial e sémen, os animais ndo apresentaram culturas
positivas para Campylobacter fetus subsp fetus, Campylobacter fetus subsp. venerealis,
Histophilus somni e Mycoplasma spp..

Com base nos exames bacteriologicos, sorologico e andrologico os animais foram

considerados livres de doengas e aptos para a reprodug@o.
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Tabela 1 - Relagdo dos touros doadores de sémen selecionados de uma Central de
Inseminagao Artificial, segundo a idade e raga - Sao Paulo - 2006

Identificacio dos touros Data de Nascimento/idade Raga/Codigo

1 06/08/97 -7 anos Nelore Mocho — NO
Grupo 1

2 20/08/97 -7 anos Nelore — NE

3 20/05/01 — 4 anos Jersey — JE

06/11/01 — 4 anos Aberdeen Angus — NA
14/03/02 -3 1/2 anos Gir Leiteiro — GL

Grupo 2

o B e Y A

19/04/02 — 3 anos
29/04/03 — 3 anos
10/08/02 — 3 anos

Gir Leiteiro — GL
Gir Leiteiro — GL
Nelore — NE

Tabela 2 - Exames sorologicos de touros doadores de sémen em uma Central de Inseminagdo
Artificial segundo as enfermidades reprodutivas - Sdo Paulo - 2006

Identificacio IBR BVD Neosporose Brucelose Clamidofilose
dos touros

1 Reagente Reagente Nao reagente N3o reagente N3&o reagente

Grupol 2 Reagente Reagente Naio reagente Nao reagente Nao reagente
3 Reagente Reagente Nio reagente Nao reagente Nao reagente
- Reagente Reagente Nio reagente Nio reagente Nao reagente
5 N3o reagente N3o reagente N3o reagente N3o reagente N3o reagente

Grupo2 6 Reagente Reagente Nao reagente Nao reagente Nao reagente
7 Nao reagente Nao reagente Nio reagente N3o reagente Nao reagente
8 Nao reagente Nao reagente Nao reagente

Nio reagente

Nio reagente

Os animais reagentes para leptospirose pela SAM na primeira colheita sorologica
foram tratados com trés doses consecutivas de dihidroestreptomicina 25mg/Kg e
acompanhados com nova sorologia como mostra a tabela 3. Apos tratamento da urina e sémen

os animais ndo mostraram excregao de leptospiras pela PCR.



55

Tabela 3 - Soroaglutinagdo Microscopica realizada em duas amostras sorologicas pareadas de
touros doadores de sémen de uma Central de Inseminagdo Artificial - S3o

Paulo - 2006
Identificacio dos 1" colheita 2" colheita
S Sorovares Reagentes
1 Hardjo (100) + Autumnalis (200) + Wolffi (50) + Hardjo (100)
Bratislava (200) + Shermani (1600)
Grupo 1 2 Wolffi (50) + Hardjo (200) Nao reagente
3 Nao reagente N3o rcagente
4 Wolffi (50) + Hardjo (400) + Wollffi (50) + Hardjo (200)
Hebdomadis (100) + Guaricura
(400)
5 Shermani (400) Shermani (200)
6 Wolffi (50) + Hardjo (50) Wolffi (50) + Hardjo (50)
Grupo 2 7 Shermani (400) Shermani (200)
8 Wolffi (100) + Hardjo (400) + Hardjo (200) + Shermani(100)

Bratislava (100) + Hebdomadis
(100) + Shermani (100)

* Intervalo entre a primeira e segunda colheitas 60 dias
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Tabela 4 - Exame androlégico dos touros segundo raga, analise fisica (turbilhdo, motilidade,
volume e concentragdo) do sémen /in natura, teste de termo resisténcia (TTR) e
teste pos-congelamento (TPC) com diluidor gema citrato acrescido do protocolo
de antibiotico utilizado pela Central de Inseminag¢do Artificial (penicilina 250

pg/ml, tilosina 50 pg/ml, lincomicina 150 pg/ml, espectinomicina 300 pg/ml) -
Sao Paulo - 2006

Raga Hora Volume Turbilhonamento Motilidade/ Concentragao* Fator Extensor/ TPC TTC
Identificagao da Vigor D“:f@o ML***  Mot./Vigor Mot./Vigor
dos tourosl Colheita *x
Grupol 1 NO 855 8 4 80/4 1,834 30 114 50/3-4 50/3-4
2 NE 10:15 6 3-4 75/3-4 1.226 30 55 40/3-4 30/3-4
3 JE 9:20 45 3-4 75/3-4 1,692 30 100 60/3-4 50/3-4
4 NA  9:00 2.5 - 80/3-4 2,035 30 40 50/3-4 50/3
Grupo2 5 GL 9140 45 3-4 80/3-4 1,771 30 413 60/3-4 50/3-4
6 GL 10:00 10 4 80/3-4 1,339 30 79 60/3-4 50/3-4
7 GL 8:45 6 4 80/4 1,424 25 90 50/3-4 50/3-4
8 NE 11:10 45 4 80/3-4 1.690 25 90 50/3-4 50/3-4

Concentragdo por mL de sémen

Fator de diluigdo: Fator milhdes de espermatozoides/ mL
Extensor/mL: quantidade do extensor

TCP-Mot./Vigor= Teste pos congelamento — Motilidade / Vigor
TTC-Mot./Vigor=Teste de termo resisténcia — Motilidade / Vigor

Tabela 5 - Exame andrologico dos touros relativo a analise morfologica do espermatozoide

segundo a presenca de defeitos maiores, defeitos menores e patologias totais -
Sao Paulo - 2006

Patologias Touros
1 2 3 4 5 6 7 8
Defeitos maiores 5 4 10 4 2 4 7 2
Defeitos Menores 1 0 0 2 3 3 1 1
Patologias Totais 6 4 10 6 5 7 8 3
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4.2 Etapa 2 - Efeito dos protocolos de antibidticos sobre a microbiota autéctone do

sémen e sobre o sémen contaminado por Leptospira spp.

A analise dos efeitos dos protocolos de antibidticos foi realizada tanto para microbiota

do muco prepucial quanto para do sémen. Estes resultados estdo representados nas tabelas 6 a

11.

Tabela 6 - Frequéncia de amostras de muco prepucial e sémen in natura de touros com
culturas bacteriologicas positivas para microbiota autoctone, antes da aplicagido
dos protocolos de associagdo antibidtica considerando-se quatro colheitas
distintas - Sdo Paulo - 2006

Muco Prepucial Sémen
< 4 anos >4 anos < 4 anos > 4 anos
Positivo 16 15 13 14
Negativo 0 1 3 2

Pelo Teste exato de Fisher (p= 0,196) ndo houve diferenca estatistica entre a
freqiéncia de culturas bacteriologicas positivas para microbiota autdoctone em amostras de

muco e sémen.
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Tabela 7 - Géneros bacterianos da microbiota autdctone presentes nas amostras de muco
prepucial e sémen in natura de touros, antes da aplicagdo dos protocolos de
associagao antibiotica considerando-se quatro colheitas distintas - Sdo Paulo - 2006

Géneros Bacterianos

Muco Prepucial Sémen
Proteus spp Proteus spp
Staphvlococcus aureus Staphvlococcus aureus
Streptococcus spp Streptococcus spp
Acinetobacter spp Acinetobacter spp
Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli Levedura
Bacillus spp Corynebacterium spp

FEnterobacter spp

Corynebacterium spp

Tabela 8 - Frequiéncia de géneros bacterianos por amostra de muco prepucial e sémen relativo
a cada touro - S3o Paulo - 2006

Identificac@o dos touros Muco Prepucial Sémen
1 4 3
Grupo 1 2 3 2
3 5 4
4 5 2
5 4 2
Grupo 2 6 3 1
7 4 3
8 5 2

Nao houve diferenga estatistica entre freqiiéncia de géneros bacterianos encontrados

no muco prepucial e no sémen e entre os grupos 1 e 2 (Teste de XZ: p=0,992).
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Tabela 9 - Freqiiéncia de géneros bacterianos por amostra de muco prepucial € sémen relativo
a cada touro em relagdo a sazonalidade ( periodo de seca e chuva) - Sdo Paulo -

2006
Identificacdo dos touros SECA CHUVA
Muco prepucial Semen Muco prepucial Semen
1 2 3 4 3
Grupo 1
2 3 2 2 2
3 5 3 3 4
4 2 2 4 1
S E 2 2 1
Grupo 2
6 3 0 2 1
7 3 1 2 3
8 3 1 4 2

Nio houve diferenga estatistica entre a freqiiéncia de géneros bacterianos nas amostras
de muco prepucial e sémen, tanto no periodo da seca (Teste de v*: p= 0,806) quanto no
periodo da chuva (Teste de y*, p= 0,904).

Nio houve diferenga estatistica entre a freqii€ncia de géneros bacterianos nas amostras de
muco prepucial durante os periodos de seca e chuva (Teste de x°, p= 0,869).
Nio houve diferenga estatistica entre a frequéncia de géneros bacterianos nas amostras de

sémen durante os periodos de seca e chuva (Teste de %, p= 0,895).

Tabela 10 - Efeito no teste de integridade da membrana medido pela média de espermatozoide
lesados/integros por 100 cel/mL dos ejaculados dos touros dos grupos 1 e 2,
por protocolo de associagdo antibidtica A, B, C1,C2 e C3 - Sao Paulo - 2006

Reacio A B C1 C2 C3 C
Verde 62,12 63,75 63 60 64,25 64,75
Vermelho 37,87 36,25 37 40 35,75 35,25

Protocolos: A = gentamicina (250 pg/mL), tilosina (50 pg/mL); lincomicina (150 pg/mL); espectinomicina (300
pug/mL); B= penicilina (500 UI); estreptomicina (500 UI); lincomicina (150 pg/mL); espectinomicina (300
pg/mL; Cl= sulfato de amicacina (500 pg/mL); C2 = sulfato de amicacina (1500 pg/mL); C3= sulfato de
amicacina (2500 pg/mL) e C=controle (sémen com extensor sem antibiético)

Verde= espermatozdide integro

Vermelha= espermatozoide lesado
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Com relagdo a integridade de membrana dos espermatozoides nao foi observada
diferenga estatistica entre os cinco tratamentos antibioticos.
Pelo Teste de Friedman (p=0,892) ndo houve diferenga estatistica quanto a integridade

de membrana dos espermatozoides entre os cinco protocolos.

Tabela 11 — Frequéncia de cultivos bacteriologicos positivos para microbiota autoctone em
amostras de sémen apds aplicagdo dos protocolos de tratamento com
associagao antibiotica (A, B,C1,C2 e C3) - Sao Paulo - 2006

Cultivos A B C1 C2 C3 C
Positivo 1 3 3 4 1 6
Negativo 5 3 3 2 5 0

AxB AxCl AxC2 AxC3 AxC BxCl BixC2 BxC3 BxC Cl xC2 C1xC3 CL.xC C2xC3 C2xC

Cc3xC

P 0,726 0,726 1 0,219 1 1 1 0.625 0,507 1 0,625 0,507 1 0.289

Protocolos: A = gentamicina (250 pg/mL), tilosina (50 pg/mL); lincomicina (150 pg/mL); espectinomicina (300
pg/mL); B= penicilina (500 Ul); estreptomicina (500 UI); lincomicina (150 pg/mL); espectinomicina (300
ug/mL; Cl= sulfato de amicacina (500 pg/mL); C2 = sulfato de amicacina (1500 pg/mL); C3= sulfato de
amicacina (2500 pg/mL) e C=controle (sémen com extensor sem antibidtico)

OBS: Durante a avaliagdo, duas amostras do grupo controle mostraram-se estéreis,
tendo sido retiradas da analise estatistica.

Pelo Teste de McNemar evidenciou-se auséncia de significancia estatistica entre as
freqiiéncias de cultivos bacteriologicos positivos para microbiota autoctone em amostras de
sémen apos aplicagio de tratamentos.

Tendo em vista os resultados das tabelas 10 e 11, aplicou-se o protocolo C2 para o
estudo sobre a detecgdo de Leptospira spp. sorovares Hardjo (estirpes Hardjoprajitno e
Hardjobovis) e Wolffi (estipe 3705) de amostras de sémen experimentalmente contaminadas

pelos exames bacteriologicos € PCR.
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O limiar de detecgdo da técnica de PCR em amostras de sémen bovino
experimentalmente contaminadas com Leptospira interrogans sorovar Wolffi com os primers
Lig 1 e Lig 2 foi de 10 * bactérias /mL de sémen.

Estao representados nas tabelas de 12 a 15 os resultados estatisticos encontrados entre
os exames de cultivo microbiologico e PCR nas amostras contaminadas experimentalmente

pela Leptospira spp.

Tabela 12 - Comparagdo entre sensibilidade e especificidade diagnodstica das técnicas de cultivo
bacteriologico e a reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) para deteccdo de
Leptospira spp. sorovares Hardjo (estirpes Hardjoprajitno e Hardjobovis) e
Wolfti (estipe 3705) em amostras de sémen experimentalmente contaminado,
sem tratamento antibiotico (controle) - Sdo Paulo - 2006

Cultivo X PCR PCR X Cultivo
Sensibilidade 28,33% 100%
Especificidade 100% 45,57%

Tabela 13 - Comparag@o entre as técnicas de cultivo bacteriologico e a reagdo em cadeia pela
polimerase (PCR) para detecgdo de Leptospira spp. sorovares Hardjo (estirpes
Hardjoprajitno e Hardjobovis) e Wolffi (estipe 3705) frente ao tratamento com

protocolos A, B e C2 no total de amostras de sémen experimentalmente
contaminado - Sao Paulo - 2006

PCR
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
CULTIVO
POSITIVO 17 0 17 (17,7%)
NEGATIVO 43 36 79

TOTAL 60 (62,5%) 36 96
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Observou-se fraca concordancia entre as técnicas de PCR e cultivo bacteriologico
(Anexo C) (Kappa = 0,229). Pelo Teste de McNemar, p<0,0001 e, portanto a concordancia

fraca obtida pelo calculo do indice Kappa apresentou significancia estatistica.

Tabela 14 — Efeito dos tratamentos com os protocolos A, B e C2 sobre amostras de s€men
experimentalmente contaminadas com Lepfospira spp. sorovares Hardjo
(estirpes Hardjoprajitno e Hardjobovis) e Wolffi (estirpe 3705) pela PCR - Sao

Paulo - 2006

Hardjoprajitno A B C2 C
positivo 1 4 2 8
negativo 7 4 6 0

AXC BXC C2XC AXB AXC2 BXC2

p 0,016 0,012 0,031 0,025 1 0,500
Hardjobovis A B C2 C
positivo 5 5 7 8
negativo 3 3 1 0

AXC BXC C2XC AXB AXC2 BXC2

P 0,250 0,250 1 1 0,500 0,500
Wolffi A B Cc2 C
positivo 5 S 4 8
negativo 3 3 4 0

AXC BXC C2XC AXB AXC2 BXC2

P 0,250 0,250 0,125 1 1 1

Protocolos: A = gentamicina (250 pg/mL), tilosina (50 pg/mL); lincomicina (150 pg/mL);
espectinomicina (300 pg/mL); B= penicilina (500 Ul); estreptomicina (500 UI); lincomicina
(150 pg/mL); espectinomicina (300 pg/mL; C2 = sulfato de amicacina (1500 pg/mL) e
C=controle (s€men com extensor sem antibidtico)

Pelo teste McNemar, houve diferenga estatistica entre os protocolos A (p=0,016), B
(p=0,012) e C2 (p=0,031) com os controles e entre A e B (p=0,025) apenas para a estirpe

Hardjoprajitno.

Pelo teste exato de Fisher, houve diferenga estatistica apenas no protocolo C2, entre as

estirpes Hardjoprajitno e Hardjobovis



Tabela 15 — Efeito dos tratamentos com os protocolos A, B e C2 sobre amostras de sémen
experimentalmente contaminadas com de Leptospira spp. sorovares Hardjo
(estirpes Hardjoprajitno e Hardjobovis) e Wolffi (estirpe 3705) pelo cultivo
bacteriologico - Sdo Paulo - 2006

Hardjoprajitno A B C2 C
positivo 0 0 1 2
negativo 8 8 7 6

AXC BXC C2XC AXB AXC2 BXC2

p 0,500 0,500 1 1 1 1

Hardjobovis A B C2 C
positivo 1 2 4 5
negativo 7 6 -4 3

P AXC BXC C2XC AXB AXC2 BXC2

0,125 0,250 1 1 0,250 0,500
Wolffi A B C2 C
positivo 1 0 2 2
negativo 7 8 6 6

AXC BXC C2XC AXB AXC2 BXC2

P 1 0,500 1 1 1 0,500

Protocolos: A = gentamicina (250 pg/mL), tilosina (50 pg/mL); lincomicina (150 pg/mL); espectinomicina (300
pug/mL); B= penicilina (500 UI); estreptomicina (500 UI); lincomicina (150 pg/mL); espectinomicina (300
pg/mL; C2 = sulfato de amicacina (1500 pg/mL) e C=controle (sémen com extensor sem antibiotico)

Pelo teste de Mcnemar ndo houve diferenga estatistica entre os protocolos para a

mesma estirpe de Leptospira spp.

Pelo Teste exato de Fisher, ndo houve diferenga estatistica por protocolo entre as

estirpes.

A figura 1 representa o resultado da PCR, mostrando amostras positivas e negativas.
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Figura Resultado da PCR para amostras de sémen dos touros de uma CIA, com os
respectivos protocolos A, B, C2 e Controle, contaminados experimentalmente

com Leptospira spp. sorovares hardjo (estirpes hardjoprajitno e hardjobovis) e
wolffi (estirpe 3705).

P) Padrdo de peso molecular; 1) sémen, colheita com protocolo A; 2) sémen,
colheita com protocolo B, 3) sémen, colheita protocolo C2, 4)controle
positivo; 5) controle negativo.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, procurou-se seguir os procedimentos realizados pela CIA sem
qualquer alteragdo na rotina estabelecida.

Como se observa nas tabelas 1-5, o touro se encontravam em condigdes adequadas para a
realizagdo deste trabalho, apesar da verificagdo de alguns defeitos maiores e menores no
exame andrologico, forma compativeis com os parametros preconizados pelo CBRA.
Observa-se também nessas tabelas que os touros selecionados apresentavam-se reagentes para
Leptospira spp. e que quando submetidos ao tratamento com dihidroestreptomicina os titulos
de aglutininas na SAM se mantiveram ou declinaram fracamente, entretanto nao se
verificando excregdo de leptospiras pela urina e sémen na PCR.

As contaminagdes experimentais das amostras de sémen com os soravares de
Leptospira spp. foram realizadas com a dose média de 10  leptospiras, considerando-se a
concentragdo excretada por mL de urina de bovinos (FAINE,1999), e seguiram as condutas
realizadas na CIA simulando o procedimento de industrializagdo do sémen, com a Unica
diferenca de terem sido empregados tubos criogénicos para armazenamento em nitrogénio
liquido no lugar das palhetas.

Geralmente acima de quatro anos, o epitélio estratificado que recobre a cavidade
prepucial e o pénis dos bovinos apresenta aumento na profundidade e no nimero de criptas
(STOESSEL, 1982), propiciando a instalagdo da diversidade de microbiota que se relaciona
com as condi¢des ambientais e de infraestrutura dos locais de colheitas das CIA , assim como
de patdgenos como Campylobacter fetus subsp venerealis que se aproveitam da baixa tensdo
de oxigénio local (GENOVEZ et al., 1999). Pela Tabela 6, ndo foram observadas diferengas

nas freqiiéncias de cultivos com presenga de microbiota em muco prepucial e sémen in natura
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relativos a idade dos animais. Genovez et al. (1999) também nao observaram variagdo entre o
numero de amostras contaminadas nas diferentes faixas etarias de touros de CIA. Entretanto,
pode se verificar nesta tabela que alguns animais independentemente da idade ndo
apresentavam qualquer tipo de contaminagdo, no muco ou sémen considerando-se quatro
colheitas distintas e intervaladas, o que mostra boa condigdo de higieniza¢ao da regiao
prepucial adotada pela CIA.

A parte dos patogenos naturais, é dificil estabelecer a importancia dos oportunistas
como potenciais patogenos. Segundo Genovez et al. (1999) a desinfecg¢do prévia do prepucio
influi na qualidade do sémen, reduzindo-se com este procedimento cerca de 50% dos
microrganismos. A colheita através de vagina artificial propicia menor contaminagdo do que a
massagem das vesiculas seminais. Mesmo sob adequadas e melhores condigdes de colheita,
observa-se contaminagdo microbiana. Pode-se estabelecer que o numero de bactérias
presentes no sémen € inversamente proporcional a freqiéncia de lavados da cavidade
prepucial e regides adjacentes. Por outro lado, lavagens muito freqiientes podem tornar a
cavidade prepucial vulneravel a predomindncia de uma tnica populagdo de microrganismos e
assim interferir na sobrevivéncia do espermatozoéide, competindo na utilizagdo dos nutrientes
e do oxigénio. Existem controvérsias quanto ao papel de bactérias da microbiota autdctone e
ubiquitarias sobre sua capacidade fecundante e ainda sobre a possibilidade de infectar fémeas
interferindo nas taxas de concep¢do, de mortalidade embrionaria ou causando o abortamento.
Agentes bacterianos de origem ambiental podem atingir o feto em condigdes especiais de
debilidade imunologica, e por serem geralmente ocorréncias pontuais, denotam problemas
com o sistema de manejo do rebanho (SCARCELLI et al., 2004). Alguns paises importadores
exigem exames de sémen visando a detec¢do de microrganismos ubiqiitarios e oportunistas,
destacando-se os géneros Pseudomonas, Proteus, Staphylococcus, Streptococcus,

Escherichia, além de alguns fungos e leveduras.
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Touros de CIA normalmente instalados em baias individualizadas apresentam o habito
de exporem com freqiiéncia o pénis, favorecendo a penetragdo de agentes ambientais na
cavidade prepucial e consequentemente por contigiidade contaminarem o ejaculado no
momento da colheita. Pelos resultados obtidos, observou-se diversidade de géneros
bacterianos contaminantes da cavidade prepucial e sémen (tabela 7), havendo correlagdo entre
eles, sendo praticamente os mesmos observados por Genovez et al. (1999) que também
mostraram estreita relagdo entre os agentes. Quando foram computados as freqiéncias de
géneros bacterianos por amostra de muco prepucial e sémen de cada animal, ndo se observou
diferenga entre as amostras € os grupos 1 e 2, relativos a idade dos animais (tabela 8). Ao
exame das tabelas 7 e 8 denota-se diminuigao de contaminantes no sémen em relagdo ao muco
prepucial confirmando as boas praticas de colheita desta CIA.

A colheita de s€men nesta CIA era realizada em dois ambientes, um em grama € outro
em areia. A principio supds-se que a época da seca, favoreceria o aumento dos aerossois o que
provavelmente permitiria maior contaminagdo da cavidade prepucial e por conseqiiéncia o
sémen no momento da colheita. Entretanto, as analises ndo mostraram diferengas significantes
entre a freqii€ncia de géneros bacterianos nas amostras de muco prepucial € s€émen, tanto no
periodo da seca quanto no periodo da chuva (tabela 9).

O controle sanitario oficial da produgdo de sémen visa a manuteng@o da saude dos
animais de um centro de inseminagdo artificial garantindo o minimo risco para a distribui¢ao
internacional tanto para os animais quanto ao seres humanos. Além disto, deve assegurar que
o sémen seja colhido, tratado e armazenado dentro das normas de higiene (OIE, 2006)
incorporagdo do extensor contendo antibidticos € uma pratica internacional para minimizar ou
assegurar a destrui¢do e, portanto impedir a transmissao de patogenos eliminados pela urina e
sémen. Atualmente dois protocolos sdo recomendados pela OIE; com livre escolha das CIAs,

sendo os mesmos empregados no Brasil : A) gentamicina (250 pg/mL), tilosina (50 pg/mL);
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lincomicina (150 pg/mL); espectinomicina (300 pg/mL) e B) penicilina (500 UI);
estreptomicina (500 UI); lincomicina (150 pg/mL); espectinomicina (300 pg/mL). Estudos
sobre a eficacia de outros protocolos foram realizados.

Burns et al. (1975), verificaram redugdo de 99% na concentragdo bacteriana em
relagdo ao sémen ndo diluido (controle) apds 2 horas de incubagdo a temperatura ambiente.
Amostras de sémen onde foi empregado leite desnatado/ glicose como extensor e acrescido de
gentamicina (Img/mL) ou uma combina¢do de penicilina (1500UI/mL) e estreptomicina
(1500UI/mL) foram submetidas a repetidas culturas bacteriologicas € comparadas com o
controle, mostraram ndo haver crescimento bacteriano na presenga da associagao antibiotica,
independentemente da temperatura de incubagdo (KENNEY et al., 1975).

O uso de sulfato de polimixina B para o controle de possiveis patégenos no sémen foi
recomendado por Squires et al. (1981). Este antibidtico controlou o crescimento bacteriano
em baixas concentragdes € ndo teve efeitos aparentes sobre a motilidade espermatica apos 1 h
de Incubagdo A 38° C.

CLEMENT (1995), compararam o grau de contaminagdo bacteriana de amostras de
sémen puro e em diluente contendo penicilina (SOUI/mL) e sulfato de gentamicina (50pug/mL)
logo apos a colheita e de amostras mantidas a 4°C durante 6 e 24 horas. Na medigdo feita logo
apos a colheita, o sémen sem diluente apresentou grau de contaminag@o significativamente
maior que o sémen diluido (p<0,001). Uma nova redugdo significativa na contaminagdo foi
observada nas 6 horas de preservacdo, baixando gradativamente até a temperatura atingir
niveis inferiores a 15°C, quando os antibidticos utilizados passam a ter sua eficacia reduzida.
Neste mesmo trabalho, os autores testaram a eficacia de diferentes antibiéticos B-lactamicos e
a gentamicina com base na contamina¢do bacteriana medida nas amostras mantidas por 6
horas a 4°C. Foram usados 11 diluentes: leite desnatado sem antibidtico, com penicilina (40

ou 400UI/mL), ticarcilina (20 ou 200 pg/mL), amoxicilina (20 ou 200 pg/mL), penicilina



69

ticarcilina (40Ul + 20 pg/mL), gentamicina (40 pg/mL), e gentamicina com penicilina (50
ug/mL + 50 ou 400UI/mL). As amostras contendo gentamicina apresentaram contaminagdo
significativamente menor (p<0,001) que as amostras contendo antibidticos B-lactamicos. Os
autores também consideram que baixas concentragdes de antibioticos (50 pg/mL gentamicina
e 50UI/mL de penicilina), s3o tdo eficazes quanto as outras doses maiores como gentamicina
de 1000 pg/mL (KENNEY et al., 1975) e 2500 pg/mL(BACK et al., 1975) e no caso da
penicilina, de 1000UI/mL (VARNER et al., 1998) e 1500UI/mL (KENNEY et al., 1975).

A motilidade espermatica avaliada por microscopia optica tem sido considerada como
um dos critérios mais importantes na avaliacao da fertilidade do sémen.
Kjaestad et al., (1993) relacionaram caracteristicas seminais pos-congelagdo como motilidade,
vigor integridade de acrossomo com taxas de retorno ao cio, comprovando que a motilidade e
o vigor proporcionam um dado confiavel de predi¢do da fertilidade dos touros. As técnicas
que utilizam sondas fluorescentes tém fornecido novos meios de se avaliar a capacidade
funcional de espermatozdides em varias espécies. As células espermaticas coradas por esta
técnica, podem ser avaliadas tanto quanto aos aspectos morfologicos como quanto aos
funcionais (ERICSSON et al, 1989). Segundo Parks e Grahan (1992), a integridade de
membrana espermatica exerce papel fundamental na sobrevivéncia do espermatozoide no
trato genital da fémea e na manutengdio de sua capacidade fertilizante. Ao se utilizar
concentragdes diferentes de antibioticos, estes podem ser deletérios aos espermatozodides,
comprometendo assim sua capacidade de fertilizagdo. Porém, os resultados obtidos com os
protocolos testados (A, B, C1, C2 e C3) ndo apresentaram diferenga estatistica com relagio a
integridade de membrana, mostrando assim, que ndo houve alteragdo morfologica e nem
funcional dos espermatozoides mesmo quando submetidos ao tratamento com sulfato de
amicacina nas trés concentragdes empregadas (500ug/ mL, 1500pg/ mL ou 2500ug/ mL); o

que sugere a possibilidade de uso deste antibidtico na preservagdo do sémen ou no controle
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de patdgenos sensiveis a este antimicrobiano, assim como sua aplicagdo no processo de
manipulag¢do de gametas na FIV .

Na tabela 11 pode se verificar que os protocolos A e C3 apresentaram redug@o na
freqii€ncia de cultivos bacteriologicos positivos para a microbiota autoctone em amostras de
sémen quando comparados ao controle representado pela mesma amostra sem tratamento
antibidtico, entretanto sem significancia estatistica. Talvez este resultado tenha sido
prejudicado pelo baixo nimero de amostras trabalhadas.

Uma vez que as concentra¢des nao interferiram na viabilidade do espermatozoéide a
concentragdo intermediaria (C2) foi selecionada para o estudo sobre a detecg¢@o de leptospiras
no sémen.

As estirpes de Leptospira spp. sorovares Hardjo (estirpes Hardjoprajitno e
Hardjobovis) e Wolffi (estirpe 3705) foram escolhidas para este estudo pela ampla
distribuicdo mundial, pela elevada soroprevaléncia no Brasil e sobretudo pele implicagao
reprodutiva nos rebanhos bovinos, especificamente pela capacidade de estabelecerem
portadores genitais.

A dose infectante de 10° leptospiras/mL (FAINE et al.,1999) empregada na
contaminagdo das amostras de sémen foi utilizada tomando-se por base a concentragio
usualmente excretada pela urina pelo bovino, simulando as condi¢des naturais, para que o
efeito da mistura antibidtica seja efetivamente avaliado e possa servir de respaldo para as
instru¢des normativas do MAPA quanto a auséncia de selegdo prévia dos animais com relagdo
a leptospirose.

Frente aos resultados da tabela 12 a PCR apresentou 100% de sensibilidade e
especificidade nas amostras de sémen contaminadas com leptospiras contra 28,33 e 45,57%
respectivamente do cultivo. Era esperado que a PCR detectasse todas as amostras

contaminadas, pois independentemente da viabilidade das leptospiras, o DNA bacteriano
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estaria presente. Quando foram comparadas as técnicas de cultivo bacteriologico e a reagdo
em cadeia pela polimerase (PCR) para detecgao de Leptospira spp. sorovares Hardjo (estirpes
Hardjoprajitno e Hardjobovis) e Wolffi (estipe 3705) no sémen experimentalmente
contaminado e ndo submetido a qualquer tratamento antibiotico (controle) observou-se fraca
concordancia entre as técnicas (Kappa = 0,229, com significado estatistico).

O cultivo com isolamento e identificagdo de leptospiras se constitui no teste definitivo
para a identificagdo de doentes e portadores renais ou genitais. Entretanto, a baixa
sensibilidade devido a necessaria viabilidade da bactéria em amostras clinicas e portanto
recém colhidas e adequadamente armazenadas, e ainda a interferéncia do pH e da umidade,
fazem desta metodologia um grande desafio. Somado a isto, as culturas devem ser
examinadas sob microscopia por pelo menos trinta dias para resultados conclusivos (BOLIN
et al.,, 1989; GENOVEZ et al., 1993; GENOVEZ, 2006; SCARCELLI et al., 2004).

A Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) e suas variagdes vem sendo empregadas
com sucesso a partir de qualquer material clinico permitindo minimizar tais impedimentos,
identificando o DNA de agentes microbianos de forma especifica, com elevada sensibilidade
e em curto periodo de tempo. Regides especificas de DNA sdo amplificadas
exponencialmente através de ciclos programados de temperaturas com o uso de um aparelho
termociclador utilizando-se oligonucleotideos iniciadores (primers) na presenga da enzima
Taq DNA polimerase, e o produto amplificado revelado por eletroforese. A etapa de extragdo
do DNA ¢ o ponto critico da técnica, devendo ser ajustados aos tecidos e fluidos, prevenindo
a presenca de substancias inibidoras que poderao afetar o rendimento da PCR e alterar seu
resultado (GENOVEZ, 2006).

Na leptospirose, essa técnica se constitui em ferramenta fundamental quando o
isolamento estd comprometido pela ndo viabilidade do agente, baixa intensidade de excrecao,

material clinico muito contaminado ou submetido a conservagio inadequada e
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particularmente no sémen onde ha competi¢ao por nutrientes da microbiota autoctone. A PCR
é uma Otima opgdo de diagnostico, por ser rapida e extremamente sensivel (BELAK:
BALLAGI-PORDANY, 1993).

Com o incremento das biotécnicas na reproducdo animal, produg¢@o de embrides in
vitro-PIV e transferéncia de embrides-TE, a qualidade sanitaria de embrides ganhou destaque
e a PCR tem sido a técnica de escolha nestes testes (GENOVEZ, 2006).

Na tabela 13 que compara o cultivo bacteriologico e a PCR para deteccdo de
Leptospira spp. sorovares Hardjo (estirpes Hardjoprajitno e Hardjobovis) e Wolffi (estipe
3705) frente aos protocolos A, B e C2 no total de amostras de sémen experimentalmente
contaminado, depara-se com a fraca concordancia entre cultivo e PCR, estatisticamente
significativamente, onde a PCR foi capaz de identificar 62,5% contra 17,7% do cultivo. Se de
fato o DNA bacteriano deveria ser detectado em todas as amostras de s€émen contaminadas,
em algum pos-tratamento com antibioticos, 1sto nao ocorreu.

Denota-se pela analise da tabela 14, pelos resultados da PCR houve redugido na
freqiéncia de exames positivos frente aos trés protocolos comparados ao controle somente
para estirpe Hardjoprajitno. Entre os protocoloa A e B, a redugdo foi maior com A, ndao
havendo diferenga com C2. O protocolo C2 foi capaz de reduzir mais freqiientemente os
resultados positivos de Hardjoprajitno quando comparada a Hardjobovis, mas sem diferenga
com Wolffi. Uma vez que a PCR nas condi¢des realizadas foi capaz de detectar quantidades
da ordem de 10* leptospiras/ml de sémen (limiar de detecgdo), esta redugio pode ser
discutida. Diferentemente das quinolonas, que teriam agdo na replicagdo do DNA bacteriano e
portanto poderiam interferir na detecgdo do DNA pela PCR; os antibidticos contidos nos
protocolos A, B e C2 atuam na sintese protéica das bactérias interferindo com o RNA
ribossdmico e portanto, esses resultados provavelmente ndo se relacionam com o efeito

bactericida desses antibioticos. A menor detec¢do de leptospiras no sémen apos a adigdo do
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extensor contendo os protocolos A, B ou C2 pela PCR deve estar relacionada a fatores
intrinsecos desta técnica.

Magajevski (2002) n3o obteve sucesso na detecgdo de leptospiras pela PCR em
amostras de s€émen de touros sorologicamente reagentes para o sorovar Hardjo.

Em contrapartida, a tabela 15, que apresenta o efeito dos tratamentos com os
protocolos A, B e C2 sobre amostras de sémen experimentalmente contaminadas com as
estirpes de leptospiras pelo cultivo bacteriologico, confirma a deficiéncia deste método; pois
mesmo no controle as leptospiras foram pouco recuperadas (2/8; 5/8 e 2/8 respectivamente
para Hardjoprajtino, Hardjobovis e Wolffi). Em fun¢do deste resultado, ndo foi observada
diferenga estatistica entre os protocolos para a mesma estirpe de Lepfospira spp. € também
entre os protocolos ensaiados.

Segundo, Schonberg (1981), a auséncia de isolamento de leptospira das amostras de
sémen poderia ser explicada pela possivel competigao exercida por microrganismos inibidores
e contaminates presentes nesse material.

Outros fatores devem ser ainda mencionados. Primeiramente, a dose contaminante de
leptospiras empregada no sémen foi menor do que aquelas empregadas em trabalhos
semelhantes. Segundo Miraglia, (2001) o diluidor contendo penicilina — estreptomicina (1000
UI-1000 pg/mL) foi superior a amoxilina (1000 pg/mL) e ceftiofur sédico (1000pg/mL) na
inativagdo de Leptospira santarosai sorovar Guaicurus. Observa-se nesse trabalho, que o
inoculo empregado foi de dois mL de uma suspensdo de 10° leptospiras/mL.  para um mL de
sémen, e portanto muito maior que aquele empregado no presente trabalho.

Outro ponto discutivel € a recupera¢do de leptospiras mantidas em nitrogénio liquido.
Cultivos desta bactéria quando armazenados em nitrogénio liquido necessitam de elevada
concentragdo bacteriana para serem prontamente recuperados. O efeito toxico do glicerol

como criopreservante na concentragdo acima de 5% € fator limitante na recuperagdo de
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culturas mantidas nesta condigdo (PALLIT et al., 1986; REED et al., 2000). No sémen
comercial a concentragdo final de glicerol é de 64%, o que certamente interfere na
recuperagao de baixas concentragdes de leptospiras.

Brod et al. (1995), avaliaram amostras de sémen de varios reprodutores e verificaram
ser possivel observar leptospiras durante o exame direto apos 24 horas de cultivo em meio
semi-solido. No presente estudo, embora as amostras de sémen contaminadas com leptospiras
fossem semeadas inicialmente em meio seletivo, o que diminuiu o crescimento de
contaminantes; apos 24 horas de incubag¢@o essas culturas foram repicadas em meio sem
antibidticos, o que favoreceria o crescimento das leptospiras.

De qualquer forma, ha discrepancia entre os resultados bacteriologicos pos-tratamento
com antibiotico entre os autores, os quais s3o dependentes das condigdes experimentais.
Balashov (1971); Balashov et al. (1967); Jones (1958); Kikitenko et al. (1976) e Rodina
(1971), constataram para o sorovar Pomona ¢ Warren et al. (1955) para o sorovar Sejroe
maior sensibilidade “in vitro” da estreptomicina. Ao contrario de Hoad E Bell (1955), os
quais verificaram o crescimento dos sorovares Sejroe, Pomona, Grippothyphosa e
Icterohaemorragiae, na presenca do mesmo aminoglicosideo. Este estudo também diferiu dos
achados por Bryan e Boley (1955), os quais observaram a sobrevivéncia das leptospiras em
sémen bovino diluido com penicilina, estreptomicina sulfanilamida.

Conclui-se que a transmissdo de leptospiras pelo sémen industrializado de touros
doadores em CIA ¢ principalmente dependente da concentragdo de leptospiras excretadas no
momento da colheita.

O emprego das duas técnicas, PCR e cultivo, seriam importantes para a confirmagio
diagnostica de excregdo de leptospiras pelo s€men; entretanto, a baixa sensibilidade do cultivo
e o fato da detec¢do do DNA bacteriano pela PCR ndo depender de sua viabilidade, podem

conduzir a interpretagdo equivocada da capacidade infectante do patogeno (GENOVEZ,
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2006). Uma forma de minimizar o risco de entrada da leptospirose numa CIA € o emprego da
PCR em pelo menos duas amostras de sémen colhidas na quarentena e posteriormente no
monitoramento da infec¢do, garantindo a biosseguridade pelas elevada sensibilidade,

especificidade diagnostica com rapidez.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos e analisados, segundo a metodologia empregada, possibilitaram

as seguintes conclusdes:

I - houve correlagdo entre os géneros bacterianos detectados no cultivo bacteriologico das

amostras de muco prepucial e sémen na mesma colheita.

2 — a freqiiéncia de géneros bacterianos detectados no cultivo bacterioldgico por amostra de

muco prepucial e s€émen de cada touro ndo mostrou diferenga quanto a idade (<4 e >4

anos).

3 - as colheitas de muco prepucial e sémen nesta CIA, realizadas em dois ambientes, grama
ou areia, ndo mostraram diferengas sazonais (época de chuva e de seca) quanto a
frequiéncia de cultivos bacteriologicos positivos para microbiota autoctone e a diversidade

de géneros bacterianos isolados.

4 - pelo teste de integridade de membrana, os protocolos A = gentamicina (250 pg/mL), tilosina (50
pg/mL); lincomicina (150 pg/mL); espectinomicina (300 pg/mL) e B= penicilina (500 UI); estreptomicina
(500 UI); lincomicina (150 pg/mL); espectinomicina (300 pg/mL) ndo propiciaram alteragdo

morfologica ou funcional dos espermatozdides.

5 - pelo teste de integridade de membrana, o sulfato de amicacina ndo apresentou diferenga

nas trés concentragdes (500ug/ mL, 1500png/ mL ou 2500pg/ mL) quanto a alteragdo
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morfologica ou funcional dos espermatozodides, podendo ser empregado na preservagao do

sémen.

6 - os protocolos A e C3 apresentaram redugdo na frequéncia de cultivos bacteriologicos
positivos para a microbiota autoctone em amostras de sémen quando comparados ao

controle representado pela mesma amostra sem tratamento antibiotico, entretanto sem

significancia estatistica.

7 - a PCR apresentou 100% de sensibilidade e especificidade nas amostras de sémen
contaminadas com leptospiras contra 28,33 e 45,57% respectivamente do cultivo, com

fraca concordancia (Kappa = 0,229, com significado estatistico) entre elas .

8 - a diminui¢do na freqiiéncia de resultados positivos na PCR, em amostras de sémen
contaminadas com trés estirpes de Leptospira spp e tratadas com os protocolos A, B ou C,
esta relacionada a fatores intrinsecos da técnica e nao ao efeito bactericida dos antibioticos

empregados.

9 - houve baixa sensibilidade do cultivo bacteriologico no isolamento de estirpes de

Leptospira spp em sémen experimentalmente contaminado com 10 ¢ bactérias/mL.

10 - a transmissdo de leptospiras pelo sémen industrializado de touros doadores em CIA ¢

principalmente dependente da concentragdo de leptospiras excretadas no momento da

colheita.



78

IT - a PCR confirma ser uma ferramenta fundamental na detecgdo da presenga de leptospiras
no sémen de touros doadores em Centrais de Inseminagdo Artificial, devendo ser

empregada em pelo menos duas colheitas na quarentena, e posteriormente no

monitoramento do animal.
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ANEXO A - Padrdes médios das caracteristicas seminais de bovinos, segundo CBRA, 1998.

CARACTERISTICAS SEMINAIS

VARIAVEL VALORES MEDIOS
Volume 5

Movimento de massa presente

Vigor (V) 3

N total de espermatozoides 7x10°

Motilidade espermatica (Mot) 70%

Espermatozdides normais 80%
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ANEXO B - Padrdes de julgamento de sémen congelado de doadores — portaria SDR- 26;

5/09/96 (CBRA, 1998).

SEMEN CONGELADO

Sera considerado fora dos padrdes quando apresentar as seguintes caracteristicas apos
descongelagio:

VARIAVEL VALORES
Volume da dose <0,25 mL
Motilidade Progressiva (Mot) <30%
Vigor (V) <3
Doses= 10x10°
defeitos totais >30%
defeitos maiores >20%
Doses 6x10 a < 10x10
defeitos totais >20%

defeitos maiores >10%




ANEXO C - Padrao dos valores do Kappa e sua classificagao (THURSFIELD, 1995).

VALORES DO KAPPA  CLASSIFICACAO

K<0,2 Ruim
0,21 <K <0,41 Fraca
0,41 <K <0,6 Moderada
0,61 <K<0,8 Substancial

0,81 <K <1,0 Otima
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ANEXO D - Extragdo de DNA por lise enzimatica com Proteinase K (adaptado de LEAL et

al.,

\2

vV Vv

Y

1995)

Adicionar 200 pL da amostra previamente homogeneizada
Adicionar 400 puL de TE
Agitar os tubos e centrifugar a 13000 g / 10 min.

Desprezar o sobrenadante dos tubos

» Ressuspender o sedimento em 300 pL de tampdo de lise ( 195 uL agua mQ, 60 uL TNE,

YV VYV VYV

YV V V V V V V V V VYV V V VYV VY V V

7

30 uL SDS e 15 pL pK a 20 mg/mL)

Incubar em banho-maria a 56°C / 1 hora / mix 350 rpm
Adicionar 150 pL de fenol tamponado

Agitar bem e centrifugar a 13000 g/ 5 min.

Transferir 300 puL da fase aquosa para novo eppendorf
Adicionar 100 pL de fenol:cloroformio:alcool isoamilico (25:24:1)
Agitar bem e centrifugar a 13000 g / 5 min.

Transferir 200 pL da fase aquosa para novo eppendorf
Adicionar 40 pL de acetato de sodio 2 M ( 1/5 do volume)
Adicionar 480 pL de etanol puro ( 2 x volume total)
Homogeneizar por inversao

Manter a —20°C por pelo menos 2 horas

Centrifugar a 13000 g / 10 min.

Descartar o sobrenadante por inversao

Adicionar 500 uL de etanol 70%

Homogeneizar por inversao e centrifugar a 13000 g / 10 min.
Descartar o sobrenadante por inversao

Secar na “estufa” a 45°C / 15 min.

Adicionar 30 puL de TE

Incubar em banho-maria a 56°C / 15 min. / mix 350 rpm

» Estocar a —20°C



