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A inseminação artificial é utilizada como uma forma de 
crescimento para a suinocultura moderna e tecnificada, 
tornando-se um importante controle reprodutivo. Esta técnica 
atribui-se particularmente à criação de linhagens genéticas de 
machos terminais, que expõem aos seus descendentes as 
qualidades de carcaça necessárias à sua tipificação exigida 
pela indústria de carnes, de modo a atender as exigências de 
mercado (Bortolozzo et al., 2005b; Bennemann, 2008). A 
contaminação bacteriana é prejudicial à viabilidade dos 
espermatozóides, em especial por lesões de acrossoma e 
motilidade (Melo et al, 2012). Salienta-se ainda a possibilidade 
de ocorrência de metrites nas matrizes inseminadas com doses 
contaminadas. Dentre as bactérias comumente encontradas em 
DI, está a Escherichia coli, contudo pouco se conhece sobre a 
contaminação seminal por E. coli produtoras de toxina Shiga
(STEC). O objetivo deste trabalho é verificar a ocorrência de 
STEC em DI de sêmen suíno através da técnica de PCR 
multiplex.
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Foram coletados 17 cachaços, doadores de 
sêmen em uma central de inseminação 
artificial. Após a coleta de rotina, uma alíquota 
de 10 mL de sêmen foi obtida de forma estéril 
e armazenada a -20°C.

Extração de DNA 
total: baseado na 
utilização de 
proteinase K, Tween-
20 e fenol 
tamponado.

Condições de reação
DNA: 0,5 µL
USPA fow: 0,5 µL
USPA rev: 0,5 µL
STX1 fow : 0,5 µL
STX1 rev: 0,5 µL
MgCl2: 1,75 µL
dNTPs: 0,5 µL
Buffer: 2,5 µL
H2O: 14,15 µL
TAQ: 0,3 µL

Visualização dos resultados em eletroforese em 
gel de agarose 1% corado com brometo de etídio, 
registrado em fotodocumentador.

95°C – 5 min
95°C – 30 seg
57°C - 45 seg
72°C – 1min30seg
72°C – 10 min
4°C – ∞
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A padronização da PCR multiplex mostrou-se laboriosa, pois 
foram necessários vários experimentos para determinar a 
melhor proporção molar entre os primers, bem como 
concentração de MgCl2. Testou-se, também, aditivos como 
DMSO, buscando uma melhor eficiência da reação.

Figura 1 -Testes de diferentes concentrações de primers uspA e stx1. MW – Padrão 
de peso molecular 100 pb; 1 a 6 diferentes reações com controle positivo de cultivo 
de E. coli STEC. Eletroforese em gel de agarose 1 %, corado com brometo de etídio..

A PCR multiplex identificou 52,9 % (9/17) das amostras 
contaminadas por E. coli, não sendo encontradas doses 
contaminadas com STEC.
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Figura 2 - Diagnóstico de presença de E. coli em sêmen suíno por PCR-multiplex. 
MW: Padrão de peso molecular 100 pb; 1 a 8: amostras de DNA extraído de sêmen 
suíno.; C + : controle positivo. C -: controle negativo (água  MilliQ). Eletroforese em 
gel de agarose 1 %, corado com brometo de etídio..

A contaminação bacteriana pode ocorrer durante coleta e 
processamento dos ejaculados (ALTHOUSE et al.,2000), logo 
a implantação de um protocolo de contaminação mínima é
recomendada. Entre as bactérias enteropatogênicas, a STEC 
se destaca pois se refere a surtos de doenças, estando 
diretamente relacionada com as práticas de manejo, dieta, 
estresse, densidade populacional, região demográfica e 
sazonalidade. Tais fatores são importantes para a prevenção 
da disseminação da STEC. O presente protocolo de PCR 
multiplex mostrou-se eficaz na identificação de STEC em 
amostras de sêmen suíno. O uso de ferramentas moleculares 
no diagnóstico de contaminações microbianas é de grande 
valia, em especial quando é necessária a caracterização 
molecular de linhagens.
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