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RESUMO: A contaminação microbiológica do sêmen suíno para uso em inseminação artificial 

resulta em perda de qualidade da dose por alterações morfológicas e funcionais, diminuindo a fertilidade 

do macho. Contudo, as consequências podem ser maiores já que uma das formas de contaminação com 

patógenos que afetam a reprodução de matrizes suínas é via doses de sêmen refrigerado contaminadas. 

A bactéria Escherichia coli produtora da toxina Shiga (STEC) está associada a casos de falhas 

reprodutivas na porca, sendo também de grande importância como um agente etiológico em humanos, 

causando como por exemplo a colite hemorrágica (CH) e a síndrome hemolítico urêmica (SHU). O 

objetivo deste trabalho foi identificar a contaminação de doses de sêmen suíno por STEC através de um 

protocolo de PCR multiplex utilizando os genes eaeA, stx1, stx2, uspA e cysG. Os resultados 

apresentados em 59 amostras de sêmen suíno, indicam que há contaminação em 66,1% das amostras por 

E. coli. Destas, onde a prevalência de 70,4% das amostras foram positivas para o gene de stx1, que 

codifica a síntese da toxina Shiga 1 e 29,6% para o gene eaeA, responsável pela produção da toxina 

intimina. Na amostra e condições avaliadas, a contaminação do sêmen suíno para comercialização com 

E. coli é uma realidade, em especial com cepas portadores de stx1 e eaeA, importantes genes de 

virulência. 
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Use of multiplex PCR in the diagnosis of contamination of boar semen doses by pathogenic 

Escherichia coli 

ABSTRACT: Microbiological contamination of boar semen for use in artificial insemination 

results in loss of quality of the dose by morphological and functional changes, reducing the fertility of 

male. However, the consequences may be higher once artificial insemination with cooled semen is one 

of the most commen ways to contaminate the reproductive tract of sows. The bacteria Escherichia coli 

producing Shiga toxin (STEC) is associated with cases of reproductive failure in the female swine and is 

also of great importance as etiological agent in humans, causing hemorrhagic colitis (HC) and the 

hemolytic uremic syndrome (HUS). The objective of this study was to identify the contamination of 

boar semen doses by STEC through a protocol multiplex PCR using the eaeA genes, stx1, stx2, USPA 

and cysG. The results for 59 samples of boar semen, indicate that there is contamination in 66.1% of the 

samples for E. coli. Of these, where the prevalence of 70.4% of the samples were positive for stx1 gene 

encoding the synthesis of Shiga toxin 1 and 29.6% for the eaeA gene responsible for production of toxin 

intimin. In the samples and conditions tested, the contamination of comercial swine semen dosis with E. 

coli is a reallity, speccially with strains harboring stx1 and eaeA, important virulence genes. 
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INTRODUÇÃO 

O sêmen suíno refrigerado é amplamente 

utilizado na inseminação artificial (IA) que segue 

crescendo mundialmente (Althouse et al., 2000). 

Este aumento é alavancado pelo constante 

aperfeiçoamento da tecnologia de preservação do 

sêmen que permite a distribuição das doses a 

granjas distantes da central de inseminação 

artificial (BROEKHUIJSE et al., 2012). Porém, 

um dos aspectos que ainda comprometem a 

qualidade das doses é a contaminação 

microbiológica, que pode ocorrer por 

consequência de bacteriospermia (ALTHOUSE 

& LU, 2005), afetando a qualidade in vitro como 

a longevidade do sêmen pós-ejaculado estando 

puro ou com diluentes, ou durante o 

processamento das doses (ALTHOUSE et al., 

2000; ÚBEDA et al., 2013), contudo o sêmen 

contaminado resulta na infertilidade e possível 

descarte da fêmea (PRIETO & CASTRO, 2005). 

Assim, o cuidado com a biossegurança das doses 

é de grande relevância no processamento e 

distribuição do sêmen suíno (ALTHOUSE et al., 

2008). 

Cepas bacterianas pertencentes a pelo 

menos 25 gêneros diferentes já foram detectadas 

como contaminantes do sêmen, sendo as mais 

frequentes são Escherichia coli, Pseudomonas, 

Staphylococcus e Proteus spp (ALTHOUSE & 

LU, 2005). Em cachaços, o trabalho 

desenvolvido por Úbeda et al., em 2013, com 

1785 animais de 43 centrais diferentes, mostra 

que os principais contaminantes foram: Serratia 

marcensces (12,55%), Klebsiella oxytoca 

(11,79), Providentia stuartti (9,12%), 

Morganella morganii (3,8%), Proteus mirabilis 

(1,9%) e Escherichia coli (1,52%). 

A contaminação bacteriana por E. coli de 

alto grau causa redução na motilidade (YÁNIZ 

et al., 2010), aumento de formas anormais 

(ÚBEDA et al., 2013) e viabilidade 

(BUSSALLEU et al., 2011). Soma-se a isto, as 

consequências da contaminação bacteriana do 

trato reprodutivo da porca através da IA, 

levando ao aumento do retorno ao estro, 

corrimentos vaginais, reduzindo assim o 

desempenho reprodutivo (VANNIER, 1999), 

em resumo os microrganismos causadores de 

patógenos podem atingir diretamente a 

produtividade (CARDOSO et al., 2000). 

Associada a diversos casos de falhas 

reprodutivas na porca, a bactéria E. coli 

produtora da toxina Shiga (STEC) apresenta-se 

de grande importância não só pelos seus efeitos 

deletérios ao sêmen suíno (BUSSALLEU et al., 

2011), mas como agente etiológico de sérias 

patologias em humanos como por exemplo, a 

colite hemorrágica (CH) e a síndrome 

hemolítico urêmica (SHU) (NATARO & 

KAPER, 1998; GRIFFIN & TAUXEN, 1991).  

THOMSON (2001), descreveu a alta 

prevalência deste patógeno em fazendas de gado 

leiteiro e de corte, o que ocorre pois o bovino é 

reservatório natural de STEC (SAVOYE et al., 
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2011), já AUROUX et al., (1991), observaram 

que a E. coli, quando presente no sêmen induz 

aglutinação de espermatozoides e baixa a baixa 

motilidade. Assim, o objetivo deste trabalho foi 

identificar a contaminação de doses de sêmen 

suíno por STEC através de um protocolo de 

PCR multiplex utilizando os genes eaeA, stx1, 

stx2, uspA ou cysG. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Animais e coleta das amostras de ejaculados 

Os animais coletados são cachaços, com 

idade entre 10 e 30 meses. As amostras foram 

obtidas de uma Central de Inseminação 

Artificial, coletadas de forma asséptica (técnica 

da mão enluvada), seguindo o protocolo da 

Central.  Foram utilizadas 59 amostras de sêmen 

suíno, a obtenção das amostras ocorreu entre os 

meses de junho de 2013 à fevereiro de 2014. As 

mesmas foram coletadas e armazenadas em 

caixa térmica para transporte até o laboratório 

para posterior análise. 

Extração e quantificação do DNA 

As amostras foram submetidas a extração 

de DNA pelo protocolo de proteinase K (DE 

GRACIA, 1997), onde em 200 μL de amostra,  

adicionou-se 20 μL de Tween 20, centrifugou-se 

a 12000 x g por 10 min a 20°C. Suspendeu-se o 

pellet em 300 μL de tampão de lise [60 μL de 

tampão de extração (100 mM Tris-HCl, pH 8,0; 

100 mM EDTA; 250 mM NaCl), 30 μL de SDS 

a 10%, 15 μL de proteinase K (20 mg/mL), 195 

μL de água ultra-pura], após incubou-se por 1 h 

a 37 °C. Em seguida, adicionou-se 250 μL de 

fenol tamponado (pH 8,0) e centrifugado a 

12.000 x g por 5 min, posteriormente transferiu-

se 200 μL do sobrenadante para um novo 

microtubo.  Após, adicionou-se 100 μL de fenol 

clorofórmio-álcool- isoamílico na proporção de 

25:24:1 (centrifugado a 12000 x g por 5 min e 

transferiu-se 150 μL do sobrenadante para um 

novo microtubo). Adicionou-se 26,5 µL de 

acetato de sódio (2 M) e 400 µL de etanol 

absoluto permanecendo -20 °C por 18 horas. 

Por fim centrifugou-se a 12.000 x g por 20 min 

e suspendeu-se o pellet com 30 µL de TE (10 

mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0), incubou-

se a 56°C por 15 minutos e estocou-se a -20°C 

até o momento da análise. 

Para quantificação do DNA usou-se 

espectofotomêtro L-Quanti, Loccus 

Biotecnologia em comprimentos de onda 260 -

280 nm, as amostras foram lidas em duplicata.  

Para a aplicação da técnica de PCR multiplex, 

as amostras foram diluídas em água ultra-pura 

estéril até a concentração de 150 ng/uL de 

DNA. 

Detecção dos genes eaeA, stx1, uspA e cysG 

por PCR Multiplex 

Para a realização da genotipagem das 

amostras de DNA bacteriano extraído de sêmen 

suíno, foi padronizada uma reação de PCR 

multiplex, para identificação simultânea de 3 

genes. Para tanto, foram utilizados os primers 

descritos na Tabela 1. 
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Tabela 1 – Primers utilizados na reação de PCR multiplex para identificação da contaminação 

por E. Coli portadora dos genes stx1 e eaeA. 

Gene 
Primers 

Sequencia 5’ – 3’ 

TM 

(°C) 

Tamanho 

do 

amplicon 

Referência 

uspA 

CCGATACGCTGCCAATCAGT 
57,8 

884 pb 
Chen & Griffiths            

(1998) 
ACGCAGACCGTAGGCCAGAT 

61,0 

CysG 

GCAGCAGGATCTGGTTAATCTC 
63.9 

580 pb Este trabalho 

GCTCGTCGCATCTTCTGTAAC 
63.8 

eaeA 

ATTACCATCCACACAGACGGT 
63.1 

384 pb 
Paton & Paton 

(2002) 
ACAGCGTGGTTGGATCAACCT 

67.9 

stx1 

GATTTATCTGCATCCCCGTACG 
55.5 

346 pb 
Machado et al. 

(2014) 
CTTACGCTTCAGGCACATACAG 

55,8 

 

As reações foram montadas a 

partir de testes realizados para melhor obtenção 

de desempenho avaliando: temperatura, 

quantidade de primer, quantidade de MgCl2 e 

quantidade de DNA. Utilizou-se para a reação: 

10,4 µL de H2O, 2 µL de PCR Buffer (20 mM 

de Tris HCL pH 8,4 e 50mM de KCL), 3,75 

mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs mix, 0,25 µM 

de primers sense e antisense para amplificação 

dos genes stx1, eaeA, uspA ou cysG, 1 U Taq 

DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, EUA), 

150 ng de DNA genômico. A técnica de PCR 

foi realizada em termociclador Veriti® 96-Well 

(Life Technologies), tendo 20 µL como volume 

final. As condições utilizadas para a reação da 

PCR foram: 94 °C por 5 min, 36 ciclos de 94 °C 

por 30 seg, 58 °C por 30 seg e 72 °C por 1:30 

min.  

As amostras foram analisadas por 

eletroforese em gel de agarose corado com 

brometo de Etídio, em uma concentração de 3%.  

O controle positivo de DNA 

bacteriano isolado da cepa de E. coli O157:H7 

Edl 933, foi gentilmente cedido pela Profª. Drª. 

Caroline Pigatto De Nardi, do Instituto Federal 

de São Paulo. 
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ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram tabelados e 

apresentados por estatística descritiva, sendo 

analisados pelo software Prism 6 (GraphPad, 

EUA). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Após diversos testes de padronização, obteve-se  

uma reação de PCR multiplex onde é possível  

identificar a ocorrência da bactéria E. coli  

portadora dos genes eaeA e stx1, relacionados a  

patogenicidade (Figura 1).  A técnica de PCR  

(polymerase chain reaction) possibilita um  

      diagnóstico rápido e seguro nas análises, tendo 

em vista sua eficiência para doenças 

infecciosas (OLIVEIRA, 2003). Atualmente, é 

um dos principais métodos moleculares 

empregados para detecção de STEC 

(BUSSALLEU et al., 2011; PARK et al., 

1999). Em especial, o uso do protocolo 

multiplex possibilita a amplificação de mais de 

um gene na mesma reação, viabilizando a 

distinção de espécies e identificação de genes 

de resistência a antimicrobianos e genes 

codificadores de toxinas (EDWARS & 

GIBBS, 1994).  

 

Figura 1 - Diagnóstico por PCR multiplex da ocorrência de E. coli portadora dos genes eaeA e 

stx1, relacionados a patogenicidade. MW: marcador de peso molecular de 100 pb. 1: PCR 

multiplex do controle positivo; 2–4: Reações uniplex para cada um dos genes indicados; 5: 

Controle negativo. Gel de agarose 3% corado com brometo de etídio. 

A técnica de PCR multiplex foi 

empregada em 59 amostras de sêmen suíno. 

Observou-se uma contaminação de 66,1% das 

amostras por E. coli. Destas, foi identificada a 

prevalência de 70,4% de amostras positivas 

para o gene de stx1, que codifica a síntese da 

toxina Shiga1 e 29,6% para o gene eaeA, 

responsável pela produção da toxina intimina 

(Figura 2). 
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Figura 2 – Ocorrência de E. coli patogênica em sêmen suíno diagnosticada por PCR multiplex.   

A ocorrência de infecção bacteriana 

por E. Coli, assim como por outros 

microorganismos é algo que não pode ser 

evitado, contudo deve ser minimizado 

(AURICH & SPERGSER, 2007; 

ALTHOUSE & LU, 2005, ALTHOUSE et 

al., 1998). As diversas etapas de coleta, 

processamento, estocagem, distribuição, e 

inseminação possuem inúmeros pontos 

críticos para controle de qualidade 

microbiológico da produção de doses que 

devem ser observados atentamente 

(GOLDBERG et al., 2013; THACKER et al., 

1984). Goldberg et al. (2013) apontaram os 

fatores de risco para contaminação 

microbiológica do sêmen, e dentre as diversas 

variáveis avaliadas, o tempo de coleta 

prolongado (6 a 7 minutos) e gotejamento do 

líquido prepucial dentro do copo coletor 

foram responsáveis por níveis 

significativamente maiores de contaminação. 

Os autores afirmam que tais contaminações 

podem ser evitadas com planejamento e 

estratégia de treinamento e reciclagem dos 

colaboradores nas centrais de reprodução. A 

atenção aos procedimentos corretos e boas 

práticas de produção podem garantir melhores 

resultados para a central (BORTOLOZZO & 

WENTZ, 2005). 

A importância na precaução da 

contaminação das doses de sêmen suíno 

reside nos efeitos deletérios sobre a função do 

espermatozoide, causando alteração na 

estrutura, afetando a sua motilidade (Depuydt 

et al., 1998), provocando uma reação 

prematura do acrossoma (KOHN et al., 1998).  

Bussaleu et al.  (2011) testaram 

diferentes concentrações de STEC em sêmen 

suíno refrigerado por até 11 dias e observaram 

redução na motilidade total e progressiva, 

além da viabilidade espermática. 

Além dos efeitos seminais, a 

contaminação do ambiente uterino por 
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microorganismos pode resultar em perdas 

significativas da fertilidade da porca. A 

contaminação por E. coli, pode acarretar na 

interrupção da gestação,  podendo ocasionar 

lesões endometriais e redução no tamanho da 

leitegada. Podem ocorrer também 

mumificação fetal ou aborto devido a 

septicemia, toxemia e pirexia (GRESHAM, 

2003). Inclusive, a infecção antes dos 35 dias 

de gestação pode originar morte embrionária 

ou fetal, resultando em reabsorção, maceração 

e abortamento (VANROOSE et al., 2000).  

Apesar de sua importância 

epidemiológica, existe uma carência de 

informações sobre a ocorrência de STEC na 

produção suína, resultando, na dificuldade de 

diagnóstico da contaminação. Assim, novas 

ferramentas para detecção de STEC em sêmen 

podem auxiliar no controle da contaminação 

por este patógeno. 

Um ponto importante a ser 

destacado é que a bactéria é mais resistente a 

baixas temperaturas que o espermatozoide. 

Enquanto este pode sofrer alterações 

significativas na membrana plasmática, a 

bactéria passa por apenas uma redução do 

metabolismo, ficando em um estado 

dormência. Este fato leva a um aumento na 

longevidade da bactéria, ampliando os 

potencias patológicos da contaminação 

(ALTHOUSE, 2008). O uso de 

antimicrobianos nos diluentes de sêmen visam 

diminuir este problema, porém alguns estudos 

já demonstraram que 90% das bactérias 

isoladas de doses de sêmen suíno apresentam 

resistência a antimicrobianos (BOLLARÍN 

GUILLÉN, 2011). 

CONCLUSÃO 

Na amostra e condições avaliadas, a 

contaminação do sêmen suíno para 

comercialização é uma realidade, em especial 

com cepas portadores de stx1 e eaeA, 

importantes genes de virulência. 
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