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ORIGINAL
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ABSTRACT

Objective. To assess the microbiological profile in seven Boar Studs (BS) in Southern Brazil, as
well as evaluate antimicrobial susceptibility response to most commonly found microorganisms in
BS. Materials and methods. Bacteriologic analysis was carried out in samples from the water
purification system, semen extender, raw and stored semen, lab benches, and other working surfaces.
Results. Growth of a mixed bacterial population was observed in water samples from all but one
BS. Approximately 85% of the BS had significant contamination on their working surfaces with at
least one bacterial contaminant. A total of 86% of raw semen samples were contaminated with one
or more different bacteria, while 100% of the boar studs provided contaminated samples. Bacterial
susceptibility to antimicrobial agents varied from over 80% for gentamycin, neomycin and ceftiofur to
40% or less for penicillin and lincomycin. Conclusions. The identification of the critical points provides
necessary support to devise better strategies to minimize contamination in BS. Also, assessing the level
of antimicrobial drug resistance offers accurate information to formulate more efficient antibacterial
protocols that closely observe the rational use of antibiotics.

Keywords: Boar semen; bacterial contamination; antimicrobial susceptibility (Source: DeSC, CAB).

RESUMEN

Objectivo. Evaluar el perfil microbiolégico de siete centros de recogida de semen porcino (BS) en el
sur de Brasil, asi como evaluar la susceptibilidad antimicrobiana a la mayoria de los microorganismos
encontrados en los BS. Materiales y métodos. El analisis bacterioldgico se realizd en muestras
del sistema de purificacién de agua, diluyentes de semen, semen crudo y almacenado, bancos de
laboratorio y otras superficies de trabajo. Resultados. El crecimiento de una poblacién bacteriana
mixta se observé en muestras de agua de todas las BS excepto una. Aproximadamente el 85% de
la BS tenia contaminacidn significativa en sus superficies de trabajo con al menos un contaminante
bacteriano. Un total de 86% de muestras de semen crudo fueron contaminadas con una o mas bacterias
diferentes, mientras que el 100% de BS proporcionaron muestras contaminadas. La susceptibilidad
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bacteriana a agentes antimicrobianos varié en mas del 80% para gentamicina, neomicina y ceftiofur
a 40% o menos para penicilina y lincomicina. Conclusiones. La identificacion de los puntos criticos
proporciona el apoyo necesario para idear mejores estrategias para minimizar la contaminacioén en
CRSP. Ademas, la evaluacion del nivel de resistencia a los antimicrobianos ofrece informacion precisa
para formular protocolos antibacterianos mas eficientes que tengan en cuenta el uso racional de los

antibidticos.

Palabras clave: Semen porcino; contaminacién bacteriana; Susceptibilidad antimicrobiana (Source:

DeSC, CAB).

INTRODUCTION

Artificial insemination (AI) has been widely used
in swine production mostly because of rapid
distribution of genes from genetically superior
males (1). Approximately 66% of the commercial
Brazilian herd is artificially inseminated (2);
however, there is empirical evidence that this
percentage could reach over 90%, demanding
an annual production of 9.5 million high quality
semen doses (SD).

Bacterial contamination of the ejaculate is one
of the factors affecting sperm viability due
to production of microbial metabolites (3,4),
changes in pH, competition for substrate (3,4),
and promotion of cell membrane injury (3).
Ejaculate contamination is virtually impossible
to avoid, nevertheless it can be significantly
reduced if proper hygiene procedures take place
throughout all the steps of semen processing.
The quality of water, extender, and materials that
enter in contact with the semen, in addition to
quality of lab environment are factors that might
hinder overall SD quality.

High concentration of bacteria in the SD
contributes to low motility and increased rates
of agglutination of sperm cells, in addition to a
higher proportion of abnormal sperm cells (5).
The negative impact of semen contamination
exacerbates over time because it takes from 36
to 48 h of storage for the undesirable effects to
become evident (4, 6). Flowers (7) demonstrated
that the low quality of the SD was responsible
for a 17 % decrease in the pregnancy rate, and
a reduction of 1.2 piglets per litter.

Because it is virtually impossible to obtain
bacteria-free semen samples, hygienic semen
collection and proper processing techniques
with stringent laboratory procedures are the
first and primary lines of defense to successfully
reduce contamination. In addition, antibiotics
are added to semen extenders as a preventive
measure to reduce bacterial contamination (4-
6). However, antimicrobial resistance to the
limited number of classes of antibiotics commonly
used as preservative in commercial porcine

INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) se ha utilizado
ampliamente en la producciéon porcina,
principalmente debido a la rapida distribucidn
de genes de machos genéticamente superiores
(1). Aproximadamente el 66% de la cabafa
comercial brasilena es inseminada artificialmente
(2); sin embargo, existe evidencia empirica de
que este porcentaje podria llegar a mas del 90%,
demandando una produccién anual de 9.5 millones
de dosis de semen de alta calidad (DS).

La contaminacidon bacteriana del eyaculado es
uno de los factores que afectan la viabilidad
de los espermatozoides debido a la produccidn
de metabolitos microbianos (3,4), los cambios
en el pH, la competencia por el sustrato (3,4)
y la promocién de lesiones en la membrana
celular (3). La contaminacién por eyaculacion es
practicamente imposible de evitar, sin embargo,
puede reducirse significativamente si se llevan a
cabo los procedimientos de higiene adecuados en
todas las etapas de procesamiento del semen. La
calidad del agua, el diluyente y los materiales que
entran en contacto con el semen, ademas de la
calidad del entorno del laboratorio, son factores
que pueden dificultar la calidad general de la DS.

La alta concentracion de bacterias en la DS contribuye
a la baja motilidad y al aumento de las tasas de
aglutinacion de espermatozoides, ademas de una
mayor proporcion de espermatozoides anormales
(5). El impacto negativo de la contaminacion del
semen se agrava con el paso del tiempo, ya que
se necesitan de 36 a 48 horas de almacenamiento
para que los efectos indeseables sean evidentes
(4, 6). Flowers (7) demostré que la baja calidad de
la DS caus6 una disminucion del 17 % en la tasa
de embarazo y de una reduccion de 1.2 lechones
por camada.

Debido a que es virtualmente imposible obtener
muestras de semen libres de bacterias, la
recoleccidn higiénica de semen y las técnicas
de procesamiento adecuadas con estrictos
procedimientos de laboratorio son las primeras
y principales lineas de defensa para reducir
exitosamente la contaminacion. Ademas, se
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semen extenders has been observed among
isolates from boar semen (8). Furthermore
antibiotic resistance of bacteria in extended boar
semen is increasing worldwide (9); therefore,
the identification of types and sources of
contaminations may strength the bases for the
use of boar semen free of antibiotics, a current
trending research line.

Current data on quality control of SD are scarce
and do not define a predetermined standard
for a quality SD, especially regarding the
microbiological status and susceptibility profile
to antibiotics. Thus, the goals of this work were
to determine a microbiological profile of seven
Al boar studs (BS) in Southern Brazil as well as
assess the microbial agent susceptibility response
to the most commonly used antibiotics.

MATERIALS AND METHODS

Sample Collection. All experimental procedures
described in this experiment were conducted
under experimental license (Project number
014/2016) from the Institutional Animal Care
and Use Committee (CEUA-UNOESC).

This study was carried out in seven Al studs with
at least 60 mature boars (ranging from 60-100
boars). Semen was collected once a week from
nine to 20-month-old boars. Six ejaculates from
8 boars from each BS were used in this study
(n=336). Based on Goldberg et al (26) and
Schulze et al (10), critical points for the control
of the production flow were determined to define
possible sources of semen contamination (10).
Therefore, we collected samples from water
(reverse osmosis system in all BS), semen
extender, raw semen, SD stored at 15-18°C for
up to 96 h, and swabs from working surfaces
(water storage tank, extender container, lab
benches, water line, and valves for the water
purification system). The samples were collected
in triplicates and processed in PCA (Plate Count
Agar, HiMedia, India) and VRB (Violet Red
Bile Lactose, HiMedia, India) culture media.
Therefore, a swab was used for each sampled
site, which was stored in tubes with sterile saline
solution for further dilution and bacterial counting
on plates. All samples were transported at 5°C
in an isothermal container and processed within
12-18 hour after collection.

Colony-Forming Units. The samples were
diluted up to 104 in a 0.85% (w/v) sterile saline
solution and inoculated in duplicates in PCA
medium (HiMedia Lab., India) by plate streaking
in duplicate. Following distribution, the Petri
dishes were incubated in aerobiosis at 37°C

anaden antibidticos a los diluyentes de semen como
medida preventiva para reducir la contaminacion
bacteriana (4-6). Sin embargo, se ha observado
resistencia antimicrobiana a la limitada cantidad
de clases de antibidticos utilizados habitualmente
como conservantes en los diluyentes de esperma
porcino comercial entre los aislados del esperma
porcino (8). Ademas, la resistencia de las bacterias
a los antibidticos en el semen porcino extendido
esta aumentando en todo el mundo (9); por
lo tanto, la identificacion de tipos y fuentes de
contaminacion puede reforzar las bases para el uso
de semen porcino libre de antibidticos, una linea de
investigacion de tendencia actual.

Los datos actuales sobre el control de
calidad de la DS son escasos y no definen
un estandar predeterminado para una DS de
calidad, especialmente en relacion con el estado
microbiolégico y el perfil de susceptibilidad a los
antibidticos. Por lo tanto, los objetivos de este
trabajo fueron determinar un perfil microbioldgico
de siete centros de recogida de sémen porcino (BS)
en el sur de Brasil, asi como evaluar la respuesta
de susceptibilidad del agente microbiano a los
antibioticos mas cominmente utilizados.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras. Todos los
procedimientos experimentales descritos en
este experimento fueron realizados bajo licencia
experimental (proyecto nimero 014/2016) del
comité institucional de cuidado y uso de animales
(ceua-unoesc).

Este estudio se llevd a cabo en siete BS con al
menos 60 machos maduros (entre 60 y 100
machos). El semen se recogia una vez a la semana
de sementales de nueve a veinte meses de edad.
En este estudio se utilizaron seis eyaculados de
8 machos de cada BS (n=336). Sobre la base
de Goldberg et al (26) y Schulze et al (10), se
determinaron los puntos criticos para el control del
flujo de produccién con el fin de definir las posibles
fuentes de contaminacion del semen (10). Por lo
tanto, recogimos muestras de agua (sistema de
o6smosis inversa en todas las BS), diluyente de
semen, semen crudo, es almacenado a 15-18°C
hasta 96 h, e hisopos de superficies de trabajo
(tanque de almacenamiento de agua, contenedor
de diluyente, bancos de laboratorio, linea de agua
y valvulas para el sistema de purificacion de agua).
Las muestras fueron recolectadas en triplicados
y procesadas en medios de cultivo PCA (Plate
Count Agar, Himedia, India) y VRB (Violet Red Bile
Lactose, himedia, india). Por lo tanto, se utilizd
un hisopo para cada sitio de muestreo, que se
almacend en tubos con solucion salina estéril para
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for up to 48 h. Next, the colonies in each plate
were counted, according to OIE (1998). Plates
containing between 30 and 300 colony forming
units (CFU) were counted, and all others with
>300 CFU were attributed a grade “+300 UFC".
The number of CFU per mL (CFU mL!) for each
sample was calculated by multiplying the average
number of colonies counted in duplicates by the
inverse of the higher dilution, considering a 100
ML inoculum per plate.

Consistent with methodology used by
Gaczarzewicz (11), all colonies that grew in Petri
dishes containing PCA medium were counted,
while only typical total coliform colonies were
considered for culture using VRB (1-2 mm in
diameter, red with a pinkish precipitation halo).

Identification of Microorganisms and
Susceptibility to Antibiotics. The most
prevalent colonies in each BS were inoculated
in Blood Agar Base supplemented with 5%
sheep blood (Kasvi, Brazil), McConkey and
Sabouraud Agar (HiMedia Lab., India). The
plates were incubated at 36°C for 24 to 48 h.
The microorganisms were identified according to
Markey et al (12).

Following strain isolation and identification, the
Kirby-Bauer disk diffusion method for antibiotic
susceptibility according to the CLSI guideline M23
for Development of In Vitro Susceptibility Testing
Criteria and Quality Control Parameters (13). This
test was used to determine the susceptibility of
microorganisms to gentamicin (10 pg), neomycin
(30 pg), ceftiofur (30 pg), penicillin (10 IU),
and lincomycin (2 ug). Bacteria was considered
resistant to neomycin when the inhibition halo
was equal or less than 12 mm. For the remainder
antibiotics the inhibition halo was considered
according to the CLSI guidelines (13,27).

During this work, all standard operating
procedures in the boar stud, including semen
collection and processing, were not disturbed.

Statistical Analysis. Total bacterial counts were
log transformed to adjust for data dispersion
and then submitted to an ANOVA test using
proc GLM (SAS v. 9.1, SAS Institute, Inc,
Cary, NC). The means were compared using
Tukey-Kramer test for multiple comparisons.
The most prevalent bacteria, as well as the
correspondent percentages of each stud were
analyzed using proc MEANS and proc FREQ
(SAS v. 8.0, SAS Institute, Inc, Cary, NC) and
presented as descriptive statistics. Differences
were considered to be significant if p<0.05.

una mayor dilucioén y recuento bacteriano en placas.
Todas las muestras se transportaron a 5°C en un
contenedor isotérmico y se procesaron entre 12 y
18 horas después de la recoleccion.

Unidades Formadoras de Colonias. Las
muestras se diluyeron hasta 104 en una solucién
salina estéril al 0.85% (p/v) y se inocularon en
duplicados en medio PCA (HiMedia Lab., India) por
duplicado. Después de la distribucion, las placas
de Petri se incubaron ardbicamente a 37°C hasta
48 h. A continuacion, se contaron las colonias de
cada placa, segun la OIE (1998). Se contaron las
placas que contenian entre 30 y 300 unidades
formadoras de colonias (UFC), y a todas las demas
con > 300 UFC se les atribuy6 un grado “+300 UFC".
El nUmero de UFC por mL (UFC mL?1) para cada
muestra se calculé multiplicando el nimero medio
de colonias contadas en duplicados por el inverso
de la dilucién mayor, considerando un inéculo de
100 pL por placa.

De acuerdo con la metodologia utilizada por
Gaczarzewicz (11), se contaron todas las colonias
que crecieron en placas de Petri que contenian
medio de PCA, mientras que solo se consideraron
para el cultivo las colonias de coliformes totales
tipicas utilizando VRB (1-2 mm de diametro, de
color rojo con un halo de precipitacion rosaceo).

Identificacion de microorganismos y
susceptibilidad a los antibiéticos. Las colonias
mas prevalentes en cada BS fueron inoculadas en
la Base de Agar Sangre complementada con 5%
de sangre de oveja (Kasvi, Brasil), McConkey vy
Agar Sabouraud (HiMedia Lab., India). Las placas
fueron incubadas a 36°C durante 24 a 48 h. Los
microorganismos fueron identificados de acuerdo
a Markey et al (12).

Se realizé el aislamiento e identificacion de la cepa
mediante el método de difusion de disco Kirby-
Bauer para la susceptibilidad a antibidticos de
acuerdo con la directriz CLSI M23 para el Desarrollo
de Criterios de Prueba de Susceptibilidad In Vitro
y Parametros de Control de Calidad (13). Esta
prueba se utilizo para determinar la susceptibilidad
de los microorganismos a la gentamicina (10 pg),
neomicina (30 pg), ceftiofur (30 pg), penicilina
(10 IU) y lincomicina (2 pg). Las bacterias se
consideraron resistentes a la neomicina cuando
el halo de inhibicién era igual o inferior a 12 mm.
Para el resto de los antibidticos se considero el halo
de inhibicion segun las pautas de la CLSI (13,27).

Durante este trabajo, no se perturbaron los
procedimientos operativos estandar en sementales,
incluyendo la recoleccidn y procesamiento de
semen.
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RESULTS

Total bacterial count for aerobic mesophiles in
raw ejaculates averaged from 1x10! to 3x10°
(ranging from 0-10°) CFU mL -1. A total of 86
% of the semen samples (raw semen) tested
positive for different genera of bacteria. There
was bacterial growth in more than one of the
samples collected from all boar studs (Table 1),
so that five bacterial genera were common to
71.4 % of the studs (Table 2).

Table 1. Profile of the microbial agents found in each
Boar Stud (BS).

BS1 BS2 BS3 BS4 BS5 BS6 BS7

Agent (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
S. hyicus 5.5 15.9 40 - 15 42.9 20
S. aureus 16.7 159 3.4 8.8 - - -
S. epidermidis - - 20.0 34.7 - - 20
S. intermedius - - 6.6 - 10 - -
Klebsiella sp. - 15.9 10 4.3 - - -
A. faecalis 27.8 7.7 3.4 4.3 5 - -
Acinetobacter sp. 22.3 15.9 6.6 13.1 25 14.3 -
E. coli 11.1 159 - 8.8 20 14.3 -
Serratia sp. - 7.7 - 4.3 - - -
Pseudomonas sp. 11.1 7.7 - 4.3 5 - 20
Aeromonas sp. 5.5 - - 4.3 5 - 10
Yersinia sp. - - - 4.3 15.0 - 10
Enterococcus - - - - - 25.8 -
Bacillus sp. - - - - - - 20
Yeast - - 10.0 8.8 - - -

Water Samples. Only water samples from
one boar stud purification system (BS 6) were
bacteria-free (Table 2). We observed growth of
only one bacterial genus in 16.6% (1/6) of the
samples, whereas 83.3% (5/6) of the remaining
samples harbored a mixed microbial population.
The most prevalent bacterial agents isolated from
the reverse osmosis system were Alcaligenes
faecalis (42.8%-3/7), S. aureus (42.8%-3/7),
Acinetobacter sp. (42.8%-3/7) and Yersinia sp.
(42.8%-3/7). Additional microbial agents such
as Aeromonas sp., Klebsiella sp., Pseudomonas
sp., Serratia sp. and Escherichia coli, as well as
few yeast strains were isolated from some studs
(Table 2). Water samples presented a microbiota
predominantly Gram-negative (66.6%; 6/9).

Anadlisis estadistico. Los recuentos bacterianos
totales se transformaron en registros para ajustar la
dispersion de los datos y luego se sometieron a una
prueba ANOVA utilizando proc GLM (SAS v. 9.1, SAS
Institute, Inc, Cary, NC). Las medias se compararon
mediante la prueba de Tukey-Kramer para multiples
comparaciones. Las bacterias mas prevalentes, asi
como los porcentajes correspondientes de cada
semental fueron analizados usando proc MEANS y
proc FREQ (SAS v. 8.0, SAS Institute, Inc, Cary, NC)
y presentados como estadisticas descriptivas. Las
diferencias se consideraron significativas si p<0.05.

RESULTADOS

El conteo bacteriano total para mesofilos aerdbicos
en eyaculados crudos promediado de 1x10! a 3x10°
(rango de 0-10°) CFU mL -1. Un total del 86% de las
muestras de semen (semen bruto) dio positivo en
diferentes géneros de bacterias. Hubo crecimiento
bacteriano en mas de una de las muestras recogidas
de todos los machos sementales (Tabla 1), de modo
gue cinco géneros bacterianos resultaron comunes
al 71.4% de los machos (Tabla 2).

Muestras de agua. Soélo las muestras de agua
del sistema de purificacion de uno BS (BS6)
estaban libres de bacterias (Tabla 2). Observamos
el crecimiento de sdlo un género bacteriano en
el 16.6% (1/6) de las muestras, mientras que el
83.3% (5/6) de las muestras restantes albergaba
una poblacidon microbiana mixta. Los agentes
bacterianos mas prevalentes aislados del sistema de
osmosis inversa fueron Alcaligenes faecalis (42.8%-
3/7), S. aureus (42.8%-3/7), Acinetobacter sp.
(42.8%-3/7) y Yersinia sp. (42.8%-3/7). Se
aislaron agentes microbianos adicionales como
Aeromonas sp., Klebsiella sp., Pseudomonas sp.,
Serratia sp. y Escherichia coli, asi como algunas
cepas de levadura de algunos sementales (Tabla 2).
Las muestras de agua presentaron una microbiota
predominantemente Gram-negativa (66.6%; 6/9).

Hisopos de superficie. De las muestras
recolectadas de los bancos de procesamiento de
semen y de los equipos que entran en contacto
directo con el semen, el 57.1% de los BS (5/7)
presentaron dos 0 mas contaminantes bacterianos.
Staphylococcus sp. estaba presente en el 85.7%
(6/7) de los BS (Tabla 2).

Muestras de semen. El crecimiento bacteriano de
al menos dos microorganismos diferentes estuvo
presente en todas las muestras de semen crudo y
de semen extendido. Las cepas mas prevalentes
en el semen crudo fueron Staphylococcus hyicus
(42.8%; 3/7), Escherichia coli (28.5%; 2/7) y
Alcaligenes faecalis (28.5%; 2/7), mientras que
las muestras de semen extendido presentaron
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Table 2. Most prevalent microbial agents in boar studs (BS) according to source of contamination.

Location BS1 BS 2 BS 3 BS 4 BS 5 BS 6 BS 7
S. aureus S. aureus A. faecalis Aeromonas sp. Aeromonas sp. NG Yersinia sp.
A. faecalis S. hyicus Yeast Klebsiella sp. A. faecalis
Acinetobacter sp. Serratia sp. S. epidermidis Yeast Yersinia sp.
.
[93
§ Klebsiella sp. S. aureus Yersinia sp.
E. coli S. hyicus Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp. S. epidermidis
Pseudomonas sp.
S. aureus S. aureus S. hyiccus E. coli Acinetobacter S. hyicus S. hyicus
8o
t© 2 E. coli A. faecalis Yeast S. epidermidis S. epidermidis
0
E. coli Bacillus sp.
Pseudomonas sp. Pseudomonas sp.  Klebsiella sp. S. aureus S. hyiccus Enterocuccus Bacillus sp.
5 S. hyicus Klebsiella sp. S. hyicus A. faecallis Yersinia sp. S. hyicus S. epidermidis
£
& A. faecalis E. coli S. epidermidis S. epidermidis Acinetobacter Acinetobacter Aeromonas
2
v}
4 Acinetobacter sp. Acinetobacter  Acinetobacter sp. E. coli
Pseudomonas sp.
c E. coli Acinetobacter sp. S. hyicus S. epidermidis S. intermedius E. coli Pseudomonas sp.
[
£
& Acinetobacter sp. S. hyicus S. epidermidis Acinetobacter  Acinetobacter sp. Bacillus sp.
3
2 Aeromonas sp. Serratia sp.
3
X
w

S. aureus

NG- there was no bacterial growth

Surface Swabs. Out of the samples collected
from semen processing benches and equipment
that come in direct contact with semen, 57.1% of
the studs (5/7) presented two or more bacterial
contaminants. Staphylococcus sp. was present in
85.7% (6/7) of the boar studs (Table 2).

Semen Samples. Bacterial growth of at least
two different microorganisms was present in all
raw semen and extended semen samples. The
most prevalent strains in the raw semen were
Staphylococcus hyicus (42.8%; 3/7), Escherichia
coli (28.5%; 2/7), and Alcaligenes faecalis
(28.5%; 2/7), whilst samples of extended semen
presented contamination with Staphylococcus
sp. (36.3%; 4/11), and Escherichia coli (18.8%;
2/11) with predominance of Gram-negative
microbiota (Table 2).

Total Bacterial Count. The average number of
CFU mL? varied among boar studs. Mesophilic
bacteria significantly ranged (p<0.05) from 1.66
(BS 6) to 3.78 (BS 4) Log CFU mL1. The number
of coliform bacteria (Table 3) varied from 1.76

contaminacion con Staphylococcus sp. (36.3%;
4/11) y Escherichia coli (18.8%; 2/11) con
predominio de microbiota Gram-negativa (Tabla 2).

Conteo bacteriano total. El nimero medio de UFC
mL-1 varié entre los BS. Las bacterias mesdfilas
variaron significativamente (p<0.05) de 1.66 (BS 6)
a 3.78 (BS 4) Log CFU mL:. El nimero de bacterias
coliformes (Tabla 3) varié de 1.76 (BS 3) a 2.52 (BS
4) Log CFU mL1, sin embargo, no se identificaron
diferencias significativas.

Se observd que habia diferentes grados de
contaminacién entre los BS y la fuente de
contaminacion (Tabla 4). Esto se debe probablemente
a los diferentes procedimientos de manejo e higiene
adoptados en los diferentes machos sementales.

Pruebas de Susceptibilidad. Todas las bacterias
aisladas de la BS se sometieron a pruebas de
susceptibilidad a los agentes antimicrobianos. Hubo
un aumento de la susceptibilidad antimicrobiana
a la gentamicina (87.5%), neomicina (87.5%)
y ceftiofur (81.2%) en contraste con la mayoria
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Table 3. Average number of CFU mL! found in boar

studs.
Log,, CFU mL*
Boar Stud

Mesophiles Coliforms
1 3.76+0.55?2 2.52+1.49
2 3.34+1.283%¢ 2.22+0.88
3 3.16+1.55%¢ 1.76+1.00
4 3.83+1.342 2.11+0.62
5 2.82+1.06%¢ 2.09+1.09
6 1.66+0.66b¢ 2.18+0.48
7 2.02+1.01bc 2.31+£0.78

abc different superscripts in columns indicate statistical differences
(p<0.05; Tukey-Kramer). Data are presented as mean + SEM.

(BS 3) to 2.52 (BS 4) Log CFU mL?, however no
significant differences were identified.

It was observed that there were different degrees of
contamination among the boar studs and the source
of contamination (Table 4). This is probably due
to different management and hygiene procedures
adopted in different boar studs.

Susceptibility Tests. All bacteria isolated
from the BS were tested for susceptibility to
antimicrobial agents. There was an increased
antimicrobial susceptibility to gentamycin
(87.5%), neomycin (87.5%), and ceftiofur
(81.2%) in contrast to the majority of other
antimicrobial agents tested. Bacterial isolates
presented remarkably low sensibility to penicillin
(25%) and lincomycin (12.5%). Therefore, all
bacterial samples isolated from BS 3 and 7

de otros agentes antimicrobianos probados. Las
cepas bacterianas presentaron una sensibilidad
notablemente baja a la penicilina (25%) vy a
la lincomicina (12.5%). Por lo tanto, todas las
muestras bacterianas aisladas de BS 3 y 7 fueron
resistentes a la lincomicina, mientras que el
porcentaje de resistencia microbiana a la penicilina
fue de 60, 75, 75 y 100% para BS 3, 5, 6y 7,
respectivamente.

DISCUSION

La contaminacion bacteriana es un fendmeno
frecuente durante la recogida y el tratamiento
rutinarios del semen porcino (4,9,20). Asimismo,
nuestros resultados indican que el 86% de las
muestras de semen, semen crudo, recogido en
diferentes BS, contenia uno 0 mas microorganismos.
Segun Goldberg et al (26), la presencia de mas de
102 UFC mL! de mesofilos aerdbicos en el semen
indica una muestra altamente contaminada, lo que
podria afectar la calidad del semen. En nuestro
estudio el promedio fue de 103 CFU mL1, lo que
sugiere un gran efecto potencial sobre la calidad
del semen.

El agua utilizada en el procesamiento del semen
fue la principal fuente de contaminacion, ya que
el 85.7% (6/7) de la BS tenia, al menos, uno o
mas microorganismos en las muestras de agua.
La calidad del agua es critica y su contaminacién
representa un factor de riesgo significativo,
contribuyendo a la mala calidad del semen
(7,14). Reicks (15) report6 que, entre 15 especies
bacterianas aisladas del semen, el sistema de
agua era la fuente primaria de los tres géneros
mas comunes, Alcaligenes, Pseudomonas vy
Burkholderia. Payne et al (16) observaron que la
contaminacion del sistema de destilacion del agua
con Achromobacter xylosoxidans, una bacteria
similar a Pseudomonas, provocoé endometritis y

Table 4. Average number of CFU mL! for mesophiles and coliforms in different boar studs (BS) according to

source of contamination.

Log,, CFU mL!

Sample Culture

BS 1 BS 2 BS 3 BS 4 BS 5 BS 6 BS 7
Mesophiles 3.47 3.28 3.69 5.47 2.79 NG 3.04

Water
Coliforms 1.47 2.47 3.47 2.28 NG NG 2.74
Mesophiles 3.47 3.89 2.97 3.73 2.63 1.00 2.41

Surface
Coliforms 3.13 2.81 1.51 1.95 3.29 NG 1.57
Mesophiles 4.61 2.30 2.53 3.47 3.39 1.86 1.53

Raw Semen
Coliforms 4.00 1.47 1.96 2.32 1.86 2.18 2.31
Mesophiles 3.50 4.00 3.58 3.38 2.11 2.04 1.65
Extended Semen

Coliforms 1.47 1.47 1.15 1.76 1.00 NG 2.60

NG - there was no bacterial growth
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were resistant to lincomycin, whereas percent
microbial resistance to penicillin was 60, 75, 75,
and 100% for BS 3, 5, 6, and 7, respectively.

DISCUSSION

Bacterial contamination is a common event during
routine collection and processing of swine semen
(4,9,20). Likewise, our results indicate that 86% of
semen samples, raw semen, collected in different
BS, contained one or more microorganism.
According to Goldberg et al (26), the presence of
more than 102 CFU mL! of aerobic mesophiles in
the semen indicates a highly contaminated sample,
which might affect the semen quality. In our study
the average was 103 CFU mL!; suggesting a great
potential effect on semen quality.

The water used in the processing of semen was the
major source of contamination, since 85.7% (6/7)
of BS had, at least, one or more microorganisms in
water samples. The quality of water is critical and
its contamination represents a significant risk factor,
contributing to poor semen quality (7,14). Reicks
(15) reported that, among 15 bacterial species
isolated from semen, the water system was the
primary source of the three most common genera,
Alcaligenes, Pseudomonas, and Burkholderia.
Payne et al (16) observed that the contamination
of the water distillation system with Achromobacter
xylosoxidans, a Pseudomonas-like bacterium led to
endometritis and subsequent reproductive failure in
sows and gilts. In this sense, Flowers (7) performed
a study, reporting that there was a decrease of
8% in sow pregnancy rate, as well as a reduction
in 0.7 piglets born per litter, by using water with
low quality. In our study, the BS that showed
bacterial contamination of water, 66.6% (4/6)
had one or more genus of the Enterobacteriaceae
family. Therefore, the contamination may have
occurred due to hygiene failures in the processes
of purification, storage or handling of water. Studies
have shown that nearly all large water purification
systems can cause the formation of biofilm in the
tubing. This biofilm can spread microorganisms
within the system and contribute to an increase
in particles and bacteria (23). Bresciani et al (24)
also identified Enterobacteriaceae as the major
boar semen contaminant. It is well documented
that the presence of contaminants induces sperm
agglutination (6) and reduces the viability and
fertility of the semen (4).

Analyzing bacterial growth on surfaces (countertops,
barrels, pipes), we observe that two BS (28.6%)
had enterobacterial contamination. In virtually
all BS Staphylococcus sp., was the predominant
microflora. The presence of S. aureus might lead
to a decrease in the number of spermatozoa,

el consiguiente fracaso reproductivo en cerdas y
cerdas jovenes. En este sentido, Flowers (7) realizo
un estudio, informando donde hubo una disminucion
del 8% en la tasa de gestacion de las cerdas, asi
como una reduccién de 0.7 lechones nacidos por
camada, mediante el uso de agua de baja calidad.
En nuestro estudio, la BS que mostré contaminacion
bacteriana del agua, 66.6% (4/6) tenia uno o mas
géneros de la familia Enterobacteriaceae. Por lo
tanto, la contaminaciéon puede haber ocurrido
debido a fallas de higiene en los procesos de
purificacién, almacenamiento o manejo del agua.
Los estudios han demostrado que casi todos los
sistemas grandes de purificacién de agua pueden
causar la formacion de biopelicula en la tuberia.
Esta biopelicula puede propagar microorganismos
dentro del sistema y contribuir a un aumento de
particulas y bacterias (23). Bresciani et al (24)
también identificaron Enterobacteriaceae como el
principal contaminante del semen porcino. Esta bien
documentado que la presencia de contaminantes
induce la aglutinacion de los espermatozoides (6)
y reduce la viabilidad y fertilidad del semen (4).

Analizando el crecimiento bacteriano en superficies
(encimeras, barriles, tuberias), observamos que
dos BS (28.6%) presentaban contaminacion
enterobacteriana. En practicamente todos los BS
Staphylococcus sp., fue la microflora predominante.
La presencia de S. aureus puede llevar a una
disminucion en el nimero de espermatozoides,
supresion de la motilidad, cambios en la morfologia
y capacidad fertilizante. Un niUmero considerable de
microorganismos patdgenos y de descomposicion
pueden participar tanto en los procesos de adhesion
como en los de formacién de biopeliculas (19).
Las superficies de acero inoxidable, vidrio, caucho
y polipropileno pueden estar contaminadas por
el deterioro o por microorganismos patégenos
que, bajo ciertas condiciones, se depositan, se
adhieren e interactlan con la superficie, iniciando
crecimiento celular y, por consiguiente, la formacion
de biopeliculas (19,20). Teniendo en cuenta que la
temperatura de las salas de procesado de semen
en BS esta controlada, la alta prevalencia de
Staphylococcus sp., era biolégicamente esperada,
ya que es un agente mesofilico, y podria haber
sido uno de los factores que han influido en la alta
prevalencia en estas superficies. Corroborando esta
hipdtesis, en el cultivo de células en caldo de soja
triptico a temperaturas inferiores a las éptimas (20,
25 y 30°C), Rode et al (21) encontraron la mayor
capacidad de fijacion de S. aureus en poliestireno.
De Souza et al (22) observaron que las cepas de
S. aureus se adhirieron en grandes cantidades
independientemente del tipo de superficie evaluada
y de la temperatura de incubacion (7 o 28°C). Por
lo tanto, nuestros resultados sugieren la necesidad
de mejores procesos de inactivacidn o eliminacion
de agentes contaminantes en las superficies de
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suppression of motility, changes in morphology, and
fertilizing capacity. A considerable number of both
spoilage and pathogenic microorganisms are able to
participate in both adhesion and biofilm formation
processes (19). Stainless steel, glass, rubber,
and polypropylene surfaces can be contaminated
either by spoilage or pathogenic microorganisms
that, under certain conditions are deposited,
adhered to, and interact with the surface, initiating
cellular growth, and consequently leading to
biofilm formation (19,20). Considering that the
temperature of semen processing rooms in BS is
controlled, the high prevalence of Staphylococcus
sp., was biologically expected, since it is mesophilic
agent, and might it has been one of the factors
influencing the high prevalence on these surfaces.
Corroborating to this hypothesis, in cultivating cells
in tryptic soy broth at sub-optimal temperatures
(20, 25 and 30°C), Rode et al (21) found the highest
attachment capacity with S. aureus on polystyrene.
De Souza et al (22) observed that S. aureus strains
adhered in high numbers regardless the type of
assayed surface and incubation temperature (7°C
or 28°C). Therefore, our results suggest the need
for better processes of inactivation or removal of
contaminant agents in BS surfaces. Regarding
biofilm organisms, the sanitization solution must
penetrate the matrix of exopolymers and gain
access to the microbial cells causing biofilm
inactivation and removal (22).

The collection of a bacteria-free ejaculate is a
significant challenge, since the microorganisms
are inherent of the environment in which the
ejaculate is collected, being present in dust
particles in suspension, as well as on the normal
microflora of the animal itself (5), representing a
mixed microbiota. In this sense, our results pointed
out that 57.14% of BS had ejaculated containing
bacteria of the Enterobacteriaceae family. It is
corroborated by a study of Ubeda et al (23), which
also report the enterobacteria as the main ejaculate
contaminants. These authors also observed that
agents related to this family contaminated 40.68%
of semen samples assessed, and these are related to
reduced motility and increased sperm pathologies.
Moreover, these microorganisms might be involved
in inflammatory processes of the endometrium of
inseminated sows (5,24). While sperm motility,
sperm morphology, and concentration of the SD
produced are the parameters commonly used to
assess semen quality, the microbiological evaluation
is not a routine practice in boar semen evaluation,
and may indicate other potential indicators of
poor semen quality. Thus, considering poor semen
quality as one of the primary causes of female
reproductive failure in animals, including swine,
the microbiological evaluation should be applied,
especially because it consists of an easy and low-
cost technique.

BS. En el caso de los organismos de biopelicula, la
solucién desinfectante debe penetrar en la matriz
de exopolimeros y acceder a las células microbianas
causantes de la inactivacion y remocién de la
biopelicula (22).

La recoleccion de un eyaculado libre de bacterias
es un reto importante, ya que los microorganismos
son inherentes al ambiente en el que se recoge
el eyaculado, estando presentes en particulas de
polvo en suspensién, asi como en la microflora
normal del propio animal (5), representando
una microbiota mixta. En este sentido, nuestros
resultados sefialaron que el 57.14% de las BS
habian eyaculado conteniendo bacterias de la
familia Enterobacteriaceae. Esto fue corroborado
por un estudio de Ubeda et al (23), en el que
también se informa de que las enterobacterias son
los principales contaminantes de la eyaculacién.
Estos autores también observaron que los agentes
relacionados con esta familia contaminaron el
40,68% de las muestras de semen evaluadas,
y éstos estan relacionados con la reduccion
de la motilidad y el aumento de las patologias
espermaticas. Ademas, estos microorganismos
pueden estar implicados en procesos inflamatorios
del endometrio de las cerdas inseminadas (5,24).
Aunque la motilidad de los espermatozoides, su
morfologia y la concentracion de la DS producida
son los pardmetros comunmente utilizados
para evaluar la calidad del semen, la evaluacién
microbiolégica no es una practica rutinaria en la
evaluacion del semen porcino, y puede indicar otros
posibles indicadores de mala calidad. Por lo tanto,
considerando la mala calidad del semen como una
de las causas principales del fracaso reproductivo
de las hembras en animales, incluidos los porcinos,
debe aplicarse la evaluacién microbioldgica,
especialmente porque se trata de una técnica facil
y de bajo costo.

Considerando la contaminacién bacteriana
encontrada en el agua y en el semen crudo,
como se esperaba, el analisis de los resultados
demuestra que la mayor contaminacion
mesofilica, en la DS diluida, se encontrd en
el BS que también tenia contaminacion en el
suministro de agua purificada y en el semen
crudo. La recoleccion higiénica de semen y
las técnicas de procesamiento adecuadas con
procedimientos de laboratorio rigurosos son
las primeras y principales lineas de defensa
para reducir con éxito la contaminacién (18).
Se afadieron antibidticos a los diluyentes de
semen como medida preventiva para reducir la
contaminacion bacteriana (5,6). Se ha observado
cierto nivel de resistencia a los medicamentos
entre los aislados del semen de porcino frente
a los antibiéticos cominmente utilizados como
conservantes antimicrobianos en los diluyentes
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Considering the bacterial contamination found
in water and raw semen, as expected, the
analysis of results demonstrates that the highest
contamination of mesophilic, in diluted SD, were
found in BS who also had contamination in purified
water supply and raw semen. Hygienic semen
collection and proper processing techniques with
stringent laboratory procedures are the first and
primary lines of defense to successfully reduce
contamination (18). Antibiotics were added to
semen extenders as a preventive measure to
reduce bacterial contamination (5,6). Some level of
drug resistance has been observed among isolates
from boar semen against antibiotics commonly
used as preservative antimicrobials in commercial
porcine semen extenders (3,8). Our results
on evaluation of susceptibility to antimicrobial
agents has shown a good efficacy (in vitro) of
aminoglycosides (neomycin and gentamicin) on
the main contaminants found in BS. It represents
an important issue, since these antibiotics are the
most commonly added to extenders of boar semen.
However, susceptibility testes should be carried out
more often, since our results differ significantly from
other authors; in Italy, Bresciani et al (18) observed
gentamicin resistance on isolate of E. coli (50%),
Serratia marcescens (50%), Proteus sp. (50%),
Streptococcus sp. (50%) and Staphylococcus
aureus (100%).

On the other hand, our results showed an important
resistance to penicillin (>75%) and lincomycin
(>87.5%). It has been shown that when utilizing
B-lactams in a mixed bacterial population of
susceptible and resistant cells, resistant cells
quickly (in as little as 2.5 h) degrade the B-lactam,
eliminating whatever selection pressure the
antimicrobial provided (25). Considering that
mixed isolation was the major finding observed,
we believe this mechanism of degradation might
contributed to the high level of penicillin resistance
observed in our results. Although the penicillin is
an antibiotic recommended only for Gram positive
bacteria, it was used because it is a constituent of
most of commercial semen extenders, Since the
origin of the contamination cannot be predicted.
Lincomycin is an antibiotic with spectrum activity
on Gram positive bacteria; thus, based on our
bacterial isolation, the high degree of resistance was
expected, since most of bacterial genera isolated
corresponded to Gram negative.

Based on the results obtained, we concluded that
86% of semen samples, raw semen, collected
in different BS, contained one or more genera
of bacteria. Water was the major source of
contamination. Additionally, our results on
evaluation of susceptibility to antimicrobial
agents has shown a good efficacy (in vitro) of
aminoglycosides (neomycin and gentamicin) on

de semen porcino comercial (3,8). Nuestros
resultados en la evaluacién de la susceptibilidad
a los agentes antimicrobianos han mostrado una
buena eficacia (in vitro) de los aminoglucdsidos
(neomicina y gentamicina) sobre los principales
contaminantes encontrados en la BS. Esto
representa un problema importante, ya que
estos antibidticos son los que se afiaden con
mas frecuencia a los diluyentes del semen. Sin
embargo, las pruebas de susceptibilidad deberian
realizarse con mayor frecuencia, ya que nuestros
resultados difieren significativamente de los de
otros autores; en Italia, Bresciani et al (18)
observaron resistencia a la gentamicina en el
aislado de E. coli (50%), Serratia marcescens
(50%), Proteus sp. (50%), Streptococcus sp.
(50%) y Staphylococcus aureus (100%).

Por otro lado, nuestros resultados mostraron una
importante resistencia a la penicilina (>75%) y a
la lincomicina (>87.5%). Se ha demostrado que
al utilizar B-lactams en una poblacién bacteriana
mixta de células susceptibles y resistentes,
las células resistentes degradan rapidamente
(en tan sélo 2,5 h) el B-lactam, eliminando
cualquier presidn de seleccidon que proporcione
el antimicrobiano (25). Considerando que
el aislamiento mixto fue el mayor hallazgo
observado, creemos que este mecanismo de
degradacién podria contribuir al alto nivel de
resistencia a la penicilina observado en nuestros
resultados. Aunque la penicilina es un antibiotico
recomendado sélo para las bacterias Gram
positivas, se utilizé porque es un componente
de la mayoria de los diluyentes de semen
comerciales, ya que el origen de la contaminacién
no puede predecirse. La lincomicina es un
antibiotico con actividad espectral en bacterias
Gram positivas; por lo tanto, en base a nuestro
aislamiento bacteriano, se esperaba un alto grado
de resistencia, ya que la mayoria de los géneros
bacterianos aislados eran Gram negativos.

Con base en los resultados obtenidos, concluimos
que el 86% de las muestras de semen, semen
crudo, recogido en diferentes BS, contenia uno o
mas géneros de bacterias. El agua fue la principal
fuente de contaminacién. Ademas, nuestros
resultados en la evaluacién de la susceptibilidad
a los agentes antimicrobianos han mostrado una
buena eficacia (in vitro) de los aminoglucédsidos
(neomicina y gentamicina) sobre los principales
contaminantes encontrados en la BS. Por otro
lado, hubo una importante resistencia a la
penicilina (>75%) y a la lincomicina (>87.5%).
Por lo tanto, la comprensidén de la dinamica
bacteriana en los procesos de contaminacion, asi
como la identificacion de los principales géneros
de contaminantes bacterianos, y su fuente y
perfil de susceptibilidad a los antimicrobianos, es
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the main contaminants found in BS. On the other
hand, there was an important resistance to penicillin
(>75%) and lincomycin (>87.5%). Therefore,
the understanding of bacterial dynamics on
contamination processes, as well as identification
of major bacterial contaminants genera, and their
source and profile of antimicrobial susceptibility is
mandatory for a proper quality control and reduced
risk of contamination of semen doses in boar studs.
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