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RESUMO

Fatores de risco para a contaminacdo bacteriana durante a coleta do ejaculado suino e suas
conseqiiéncias sobre a qualidade das doses inseminantes

Autor: Ana Maria Groehs Goldberg

Orientador: Fernando Pandolfo Bortolozzo
Co-orientador: Ivo Wentz

Co-orientadora: Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso

O objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia de diferentes pontos de risco de
contamina¢do bacteriana durante a coleta do ejaculado suino e seus efeitos sobre a qualidade
da dose inseminante (DI). O experimento foi realizado em quatro centros de difusdo genética
(CDG), nos quais as coletas dos ejaculados foram observadas buscando possiveis pontos de
risco de contaminagdo. Posteriormente, o s€émen in natura e 2 DIs, provenientes da coleta
observada, foram avaliados no que se refere a quantificacdo bacteriana, morfologia e
motilidade espermdtica e pH. Além do ejaculado, amostras de dgua e diluente foram avaliadas
quanto ao numero de unidades formadoras de col6nia (UFC). Pé€los prepuciais compridos
(>1,0 cm), a higiene da luva de coleta, liquido pingando pela mao do coletador para o interior
do recipiente de coleta e a duracdo da coleta foram os 4, dentre os 12 fatores avaliados, que
levaram a um aumento no percentual de ejaculados com valor superior a 220 UFC mL™" de
meso6filos aerébios (P<0,05). Foi avaliado o efeito isolado ou associado de sete fatores
(reprodutor sujo, Ostio prepucial sujo, diverticulo prepucial grande, pélos prepuciais
compridos, luva de coleta suja, pingos pela mao do coletador para dentro do recipiente de
coleta e pénis escapou durante a coleta) que pudessem resultar diretamente na contaminagdo
do ejaculado. Houve aumento significativo do nimero de ejaculados com contaminagdo
superior a 220 UFC mL", a partir da associacdo de 2 fatores, quando comparados aos
ejaculados obtidos em coletas sem nenhum fator predisponente para contaminacdo. Ao
classificar as DIs conforme o grau de contaminagdo do diluente foram observadas redu¢do na
motilidade e no pH e aumento nas alteracdes de acrossoma das DIs, ao longo das 168 horas de
armazenamento, no grupo cujo grau de contaminagdo do diluente foi superior a 14000 UFC
mL" versus o grupo com contaminagdo inferior a 330 UFC mL™. Doses inseminantes
provenientes de ejaculados mais contaminados apresentaram maior grau de contaminagao
bacteriana. Aparentemente, quando o ejaculado € coletado com um protocolo de
contamina¢do minima, dificilmente seu grau de contaminagdo serd capaz de produzir efeitos
deletérios na qualidade da DI, exceto quando a origem da contaminacio for proveniente de
falhas higi€nicas na linha de processamento das mesmas. A producdo de DIs com alta
qualidade do ponto de vista bacteriano, somente serd possivel com um rigoroso controle
higi€nico na linha de processamento, principalmente no que diz respeito a dgua e ao diluente,
associados a um protocolo de contamina¢do minima durante a coleta.

Palavras chaves: Suinos, s€men, dose inseminante, contamina¢do bacteriana.



ABSTRACT

Risk of factors for bacterial contamination during boar semen collection and the
consequences on the quality of extended semen doses

Author: Ana Maria Groehs Goldberg

Advisor: Fernando Pandolfo Bortolozzo
Co-Advisor: Ivo Wentz

Co-Advisor: Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso

The aim of this study was to check the influence of different risk of factors for bacterial
contamination during the collection of ejaculate and the effects in boar extended semen
quality. The experiment was conducted in four boar studs, where semen collection was
observed, searching for possible risk of factors for bacterial contamination. The ejaculate and
two extended semen doses, deriving from the observed collection, were evaluated in regard to
numbers of colony-forming units (CFU), sperm morphology and motility, and pH. Water and
extender samples were also evaluated for CFU. Long preputial hair (>1 cm), the hygiene of
the collection glove, liquid trickling from the hand of the technician into the semen container
and the duration of the collection were the four, from twelve factors evaluated, that lead to an
increase in the percentage of ejaculates with more than 220 CFU mL™ of aerobic mesophiles
(P<0.05). The isolated or combined effect of seven factors (bad hygiene of boars, dirty
preputial ostium, large preputial diverticulum, long preputial hair, dirty collecting glove,
liquid trickling from the hand of the technician into the semen container and escape penis
during the collection), that could directly result in the contamination of ejaculates was
evaluated. There was a significant increase in the number of ejaculates contaminated with
more than 220 CFU mL™ when two or more factors were associated, compared to ejaculates
obtained from collections without any predisponent factors. When the extended semen doses
were classified according to the degree of contamination of the extender, a decrease in
motility and pH and an increase on acrosome alterations in extended semen, during 168
hours of storage, were verified in the group where the degree of contamination was higher
than 14,000 CFU mL™ versus the group with lower than 330 CFU mL”. Extended semen
derived from more contaminated ejaculates showed a higher degree of bacterial
contamination. Apparently, when the ejaculate was collected with minimum contamination
protocol, its degree of contamination will hardly be able to produce effects in the extended
semen quality, unless when the source of contamination was hygienic failure in the
processing. The production of semen extended with high quality in the bacterial point of view
will only be possible with a strict hygienic control in the processing, mostly in respect to
water and extender, associated with minimum contamination protocol during the collection.

Key-words: Swine, semen, extended semen doses, bacterial contamination
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1 INTRODUCAO

A inseminagdo artificial (IA) vem sendo utilizada na maior parte dos paises com
suinocultura tecnificada. Esta biotécnica da reproducdo teve seu inicio na década de 30, no
Japdo e na Russia, sendo oficialmente implantada no Brasil em 1975, quando, a partir de
entdo, houve um crescimento desta tecnologia em todo o pais (WENTZ et al., 2000).
Entretanto, para a obtencdo de resultados satisfatorios com a utilizacao desta tecnologia, € de
fundamental importancia a producdo de doses inseminantes (DI) de alta qualidade, ou seja,
livres de organismos contaminantes e apresentando adequada habilidade de armazenamento,
boa capacidade fertilizante e alto valor genético (COLENBRANDER et al., 1993).

Os métodos clédssicos de avaliacdo do ejaculado incluem a mensuracdo do volume,
concentracdo espermatica, nimero total de espermatozdides por ejaculado, motilidade e
morfologia. A motilidade € uma avaliacdo freqiientemente utilizada por ser um teste simples,
rapido e barato (GADEA, 2005), capaz de detectar amostras de baixa qualidade que resultam
em baixa fertilidade (RUIZ—SANCHEZ et al., 2006). A técnica tradicional de avaliacdo da
motilidade € realizada através de uma observacdo visual do movimento espermatico sob
microscopio de contraste de fase. Atualmente, avaliagdes computadorizadas do sémen podem
ser realizadas, registrando dados que o olho humano nao € capaz de detectar (TEJERINA et
al., 2008).

A contaminacdo bacteriana do s€émen suino pode ocorrer tanto durante a coleta como
no processamento do mesmo (ALTHOUSE et al., 2000). O macho pode ser a fonte primaria
de contaminacao bacteriana das doses inseminantes, entretanto, outras fontes de contaminagao
nido podem ser desprezadas como o meio ambiente, os funciondrios do centro de difusdao
genética (CDG) e a dgua utilizada na preparacdo do diluente (ALTHOUSE e LU, 2005).
Doses inseminantes com contaminacao bacteriana apresentam diminui¢do da motilidade e do
pH, aumento da aglutinacdo, de anormalidades de acrossoma e de células mortas
(ALTHOUSE et al., 2000).

O objetivo do presente estudo foi avaliar pontos de risco para contaminacdo bacteriana
durante a coleta e processamento do ejaculado e verificar suas conseqiiéncias sobre a

qualidade das DIs em centros de difusdo genética suina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cuidados higiénicos na coleta e processamento do ejaculado suino

No suino, a coleta do ejaculado € feita pelo método de fixagdo do pénis com a mao
enluvada (HANCOCK e HOWELL, 1959). Suas vantagens sdo a simplicidade, baixo custo e
eliminacdo da necessidade de limpeza e esterilizacdo dos materiais utilizados no processo
(KING e MACPHERSON, 1973), entretanto, é importante que sejam tomados cuidados
especificos para diminuir a contaminacao bacteriana. Esta pode ocorrer tanto durante a coleta
como no processamento do mesmo (ALTHOUSE et al.,, 2000), sendo as fontes de
contaminagdo divididas conforme a origem em animal e ndo-animal. Durante a coleta os
fatores mais comumente relacionados a contaminacdo bacteriana sdo os de origem animal
(ALTHOUSE e LU, 2005).

Segundo Weitze (1996), é quase impossivel uma coleta de sémen livre de qualquer
contaminagdo. Dias et al. (2000) compararam dois métodos de higienizacdo pré-coleta e
coleta do ejaculado. Os resultados demonstram que maior freqiiéncia de limpeza do macho e
das instalagdes, além de uma melhor higienizagdo pré-coleta e correta fixacdo do pénis,
contribuem para a redugdo da contaminacdo bacteriana do s€men. Quando os cuidados de
higiene foram tomados, a média de contaminacdo encontrada no ejaculado foi de 500 UFC
mL™" (Unidades Formadoras de Col6nia por mL), ao passo que nas coletas sem estes cuidados
a média de contaminacdo subiu para 18000 UFC mL™". Althouse et al. (2000) e Bortolozzo e
Wentz (2005) propuseram alguns cuidados que devem ser tomados para diminuir a
contaminagdo bacteriana durante a coleta, entre eles estdo a limpeza do macho, adequada
higienizacdo prepucial pré-coleta com sobre-luva, adequada fixacdo do pénis, descarte dos
primeiros jatos do ejaculado, utilizacdo de luvas descartdveis especificas para cada coleta,
utilizacdo de filtros para separacdo da por¢cdo gelatinosa do ejaculado, descarte dos filtros
antes do envio da amostra para o laboratério e habilidade do coletador para realizar o
procedimento.

A contamina¢do quimica proveniente das luvas de coleta, especialmente as de latex,
também desempenha um importante papel na reducdo da viabilidade espermatica. Esta
contaminagdo podera ocorrer caso o ejaculado entre em contato com as mesmas, em fungdo
de procedimentos erroneos no momento da fixacdo do pénis (BORTOLOZZO e WENTZ,

2005). Scheid et al. (1995) relataram que as luvas empregadas na coleta podem possuir
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substancias toxicas aos espermatozdides, que levam a reducdo no percentual de
espermatozoides moveis.

Ap0s a coleta, o ejaculado é repassado para o laboratério onde é submetido a andlise e
processamento para obten¢do das DIs. Durante esse processo os fatores que podem ser
relacionados com a contaminagdo bacteriana sdo, em geral, os de origem ndo-animal.
Segundo Ness et al. (2007), dentre os fatores que possivelmente predispdem a contaminagao,
a dgua parece ser 0 mais preocupante, pois nela as bactérias se multiplicam exponencialmente,
inclusive naquelas submetidas a processos de purificacao, formando biofilmes nesses sistemas
de tratamento e, conseqiientemente, contaminando o diluente. Nesses casos, uma correta
manutencdo dos filtros utilizados para a purificacdo da dgua reduz os niveis de contaminagao.
Em um estudo sobre doses inseminantes contaminadas, Kuster e Althouse (1997) concluiram
que a contaminacdo das DIs partiu do tonel de preparacdo do diluente que era apenas
enxaguado com agua destilada no final de cada dia.

Outros fatores a serem considerados durante o exame e processamento do ejaculado
sd0 os materiais nao descartdveis utilizados na avaliacdo e processamento do s€men, como 0s
termOmetros e as pipetas. Esses materiais acabam sendo, muitas vezes, fonte de contaminag@o
cruzada, uma vez que s6 sdo limpos e desinfetados ao final do dia e sdo utilizados de
ejaculado em ejaculado. Além dos fatores relacionados com os materiais utilizados, o
ambiente laboratorial também € importante. O ar circulante deve ser filtrado
sistematicamente, com o intuito de diminuir a circulagdo das bactérias (ALTHOUSE e LU,
2005). Althouse et al. (2000) propuseram algumas a¢des que podem ser utilizadas dentro do
laboratdrio para diminuir a contaminag@o bacteriana, entre elas destacam-se o uso de produtos
descartdveis no contato com o sémen, a desinfec¢do didria dos materiais ndo descartiveis com
detergente ndo-residual, desinfec¢do do chdo ao final do dia, preparagdo de produtos a serem
utilizados diariamente e instalacdo de luzes Ultra-Violeta para limpeza das superficies do

laboratorio.

2.2 Avaliacao da motilidade espermatica através de sistemas computadorizados

A avaliacdo de motilidade espermdtica é uma rotina nos CDGs por ser uma forma
simples, rdpida e barata de se avaliar o ejaculado. Este pardmetro estd intimamente
relacionado com a viabilidade, apesar de nem sempre representar uma correlagio significativa
com a fertilidade (BORTOLOZZO et al., 2008). A motilidade progressiva € um indicador de
metabolismo funcional e de membranas integras (JOHNSON et al., 2000). O método

tradicional de avaliacdo da motilidade € realizado através da visualizacdo do movimento dos
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espermatozoides em um microscOpio 6ptico, preferencialmente com contraste de fase, em um
aumento de 100 a 200 vezes. Por ser uma avaliacdo subjetiva, a acurdcea depende da
experiéncia do avaliador (BORTOLOZZO e WENTZ, 2005). Para reduzir a subjetividade
desta avaliacdo, testes que medem a motilidade espermatica objetivamente foram
desenvolvidos e sdo conhecidos como ‘“computer-assisted sperm analysis” (CASA)
(FOXCROFEFT et al., 2008).

Esta tecnologia ja existe comercialmente ha 20 anos, sendo o sistema composto,
basicamente, por um microscopio com uma camara de video acoplada e conectada a um
computador. Este digitaliza as imagens com o auxilio de um software, que mede e analisa os
parametros de motilidade (BAILEY, 2008), podendo ainda avaliar a concentragdo e a
morfologia espermatica. Um desses sistemas de anélise computadorizada chama-se Sperm
Vision™. Este sistema reconhece o espermatozdide a partir da drea de sua cabega (20 — 120
um? para suinos), sendo automaticamente selecionado conforme a espécie avaliada. As células
sdo classificadas como imdveis quando o desvio de orientacdo da cabeca (AOC — Average
Orientation Change of the head) ¢ menor do que 2,5 graus de angulacdo, com movimento
local quando a distancia de deslocamento em linha reta (DSL — Distance Straight Line) é
menor do que 4 microns e apresentando motilidade progressiva quando as células nao se
enquadram em nenhuma das classificacOes anteriores (SPERM VISION™ 3.5 USER’S
MANUAL, 2006).

2.3 Qualidade da agua utilizada para preparar o diluente.

A obtencdo de DIs de alta qualidade estd diretamente relacionada a 4gua utilizada no
laboratdrio uma vez que esta pode ser fonte de contaminacdo quimica, fisica e microbiolégica.
Dentre os 6rgios que definem a qualidade da dgua estd a American Society for Testing and
Materials (ASTM) que classifica a 4gua em 4 tipos conforme sua composi¢do, sendo que na
preparacdo do diluente, apenas os tipos I ou II devem ser utilizados. Em relacdo a
contaminagdo bacteriana, o tipo I deve ser livre e o tipo II deve apresentar, no maximo, 10
UFC mL' (MARCHETTI, 2008). O desejdvel é que esta dgua ndo apresente agentes
contaminantes e possua baixa condutividade elétrica, ou seja, minima ou nenhuma presenca
de minerais. Essas caracteristicas sd@o importantes para prevenir lesdes espermadticas
principalmente de acrossoma (BORTOLOZZO e WENTZ, 2005).

A dgua do tipo I é altamente purificada e requer a combinacdo de deionizagdo,
destilacao, filtracdo e osmose reversa, enquanto o tipo II € obtido através de dupla destilagdo

(LEVIS, 1997; FLOWERS, 1998). Ambos os tipos devem ser utilizados no momento em que
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sdo produzidos, ndo podem ser estocados para evitar contaminacdo. Entre os principais
contaminantes da &4gua encontram-se substancias orginicas e inorganicas, soliveis e
insoliveis, além de microorganismos que podem se aderir nos recipientes de estocagem e
resinas de troca idnica ou carvao ativado, tornando dificil sua remocdo e levando a
contamina¢do da mesma (SILVA et al., 2006). Diversos sistemas de purificacdo de dgua estdao
disponiveis no mercado e devem ser escolhidos conforme as impurezas existentes na dgua de
alimentacdo do CDG.

Alguns filtros sdo utilizados como pré-tratamento da 4gua e aumentam a eficiéncia de
outros processos de purificacdo. Apresentam como vantagens a remog¢do completa das
particulas maiores que os poros, minima manutencao e baixo custo. Suas limitagdes estdo no
fato de serem descartiveis e ndo removerem compostos organicos ou pirogénios
(MARCHETTI, 2008). Segundo Silva et al. (2006), o filtro de celulose € utilizado para
remover particulas suspensas e microorganismos. O filtro de carvao ativado € utilizado para a
remo¢ao de residuos de desinfetante, como cloro e hipoclorito, além de contaminantes
organicos dissolvidos. Marchetti (2008) relata que a adsor¢do por carvao ativado apresenta
como limitagdes a geracdo de particulas e o crescimento bacteriano devido a remocdo do
cloro. A ultrafiltracdo € um processo mecanico ou eletro-mecinico que remove pequenas
impurezas dissolvidas ou suspensas na dgua, conforme o seu tamanho, forma e carga elétrica
(SILVA et al., 2006).

ApOs o pré-tratamento a 4gua estd pronta para passar pelos sistemas de purificagdo, ou
seja, deionizacdo, destilacdo, osmose reversa, oxidacao e esterilizacao por luz ultra-violeta. A
deionizacdo € um processo no qual a 4gua passa em resinas trocadoras de ions, efetuando a
remocdo de sélidos e gases ionizados dissolvidos. As resinas de troca catidnica trocam seus
fons hidrogénio (H") por contaminantes catidnicos, como o calcio, magnésio e s6dio. As
anidnicas trocam seus fons hidroxila (OH’) pelos contaminantes anidnicos, como clorato,
sulfato e nitrato. A pureza da dgua na saida do processo pode ser determinada pela medi¢cdo de
sua condutividade elétrica, que sempre serd reduzida de acordo com a eficiéncia da
purificacdo, sendo que as dguas tipo I e II devem ter no maximo 0,06 e 1,0 pS/cm
respectivamente. Estas resinas podem ser reutilizadas, entretanto este processo pode
recontamind-las (MARCHETTI, 2008).

O processo de destilagdo consiste em elevar a temperatura da dgua até o ponto de
ebulicio em uma coluna de evaporagdo. O vapor passa entdo por um condensador resfriado
voltando ao estado liquido, transformando-se em uma dgua mais pura do que a original. Este

sistema remove particulas e bactérias, entretanto ndo remove substancias inorganicas (SILVA
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et al., 2006). Entre suas vantagens pode-se citar a possibilidade de uso continuo e manuten¢do
acessivel e suas limitagcdes sdo a manuten¢do preventiva, a limitacdo de vasdo nos
equipamentos e o grande consumo de dgua e energia (MARCHETTI, 2008).

A osmose reversa consiste na passagem forcada de d4gua, com o auxilio de uma bomba
de alta pressdo, através de uma membrana semi-permeavel que ird reter as impurezas (SILVA
et al., 2006). E capaz de remover entre 90 e 95% de material inorginico e 99% de material
organico, entretanto ndo remove gazes ionizdveis insoliveis. Quando utilizado como unico
processo, produz dgua tipo III (MARCHETTI 2008).

O sistema Ultra Violeta é capaz de esterilizar a 4gua, entretanto ndo remove solidos e
gases dissolvidos. Além disto, os raios devem atingir diretamente 0s microorganismos,
portanto se a dgua apresentar particulas em suspensdo o processo pode ser prejudicado. Seu
potencial de esterilizacdo depende da intensidade da 1ampada, da penetragdo da radiacdo e do
tempo de exposi¢cdo, ou seja, estd diretamente relacionada a velocidade do fluxo da dgua
(MARCHETTIL 2008).

A producdo de 4gua de alta qualidade para a preparacdo do diluente exige uma
associacdo de processos. Marchetti (2008) sugere a associacdo de filtragdo, deionizagdo,
osmose reversa e esterilizacdo por Luz Ultra Violeta ou filtragdo, deionizacdo e destilagdo,
nesta ordem. Deve-se ter em mente que cada processo de purificacdo € capaz de retirar
determinada substancia da dgua, em fungdo disto, ao se associar os processos € necessaria
especial aten¢do a ordem dos mesmos, caso contrario, corre-se o risco de recontaminar a agua.
Por exemplo, se a d4gua passar inicialmente pelo processo de destilacdo para posteriormente
ser deionizada, esta poderd apresentar contaminacao bacteriana ao final do processo, caso a
resina esteja contaminada. Portanto, a ultima fase do processo deve, preferencialmente, ser

capaz de esterilizar a dgua.

2.4 Local de armazenamento e qualidade do diluente

Além do cuidado com a qualidade da dgua, outro ponto que deve receber especial
atencdo € o local onde a dgua serd armazenada e onde o diluente serd preparado. Muitas vezes
esses locais ndo sdo adequadamente higienizados o que propicia a formagdo dos biofilmes. Os
biofilmes sdo massas de microorganismos que se aderem as superficies formando uma
camada limosa. Os biofilmes podem ser encontrados em qualquer local onde exista dgua e
uma superficie s6lida para o seu desenvolvimento (TORTORA et al., 2000). Segundo
Friedman e Kolter (2004 apud Silva et al., 2006), as bactérias em biofilmes sdo mais

resistentes aos antimicrobianos do que células da mesma espécie individualizadas.
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Outro fator a ser considerado ¢ a forma de armazenamento do diluente em po.
Segundo Bortolozzo e Wentz (2005), um diluente pode sofrer varios tipos de alteracdes
qualitativas quando armazenado em condi¢Oes inadequadas, portanto as recomendacdes a
respeito da temperatura de armazenamento devem ser rigorosamente seguidas. Além disso, os
pacotes de diluente abertos que ndo forem totalmente utilizados podem ser preparados
posteriormente, desde que sejam bem fechados e armazenados a 4°C. Apds preparado, o
diluente pode ser utilizado em 24 horas, desde que seja armazenado a temperatura de 4 a 6°C.
Em um estudo sobre DIs contaminadas, Kuster e Althouse (1997) concluiram que a
contaminagdo das DIs partiu de um lote de diluente que havia sido reempacotado sem

cuidados higiénicos.

2.5 Alteracoes nas doses inseminantes por contaminacao bacteriana

A contaminacdo das DIs leva a aglutinacdo dos espermatozdides, queda do pH e da
motilidade e a alteracdes no acrossoma. Monga e Roberts (1994) descreveram que a E. coli é
capaz de se ligar aos receptores especificos para manose existentes nos espermatozdides
causando aglutinacdo espermatica. Althouse et al. (2000) relatam que o mecanismo de acdo de
outras bactérias sobre os espermatozodides deve ser similar ao descrito para E. coli. Esses
autores também observaram que esses efeitos da contaminagdo bacteriana no sémen nao
ocorrem imediatamente, mas geralmente necessitam de 36 a 48 horas de armazenamento para
se tornarem evidentes.

O pH do sémen na espécie suina oscila entre 7,3 ¢ 7,9 (HAFEZ, 1993). Durante seu
metabolismo, tanto espermatozdides como bactérias produzem &4cido lactico, o que aumenta a
concentragdo desta substancia nas DIs durante o periodo de armazenamento, levando a uma
reducdo do pH. Com o objetivo de reduzir as flutuagdes de pH, os diluentes contém solu¢des
tampao em sua formulacdo (LEVIS, 2000). Entretanto, como o poder dos tampdes € limitado,
quando a contaminagdo bacteriana se eleva, a producao de 4cido l4ctico aumenta e o tampao
ndo ¢ suficiente para impedir a queda do pH. Além disso, a temperatura na qual as DIs sdo
estocadas ndo € capaz de impedir o crescimento bacteriano e esses microorganismos podem se
aderir 2 membrana espermatica ou liberar metabdlitos toxicos no meio, causando lesdes na
célula espermatica (BORTOLOZZO e WENTZ, 2005).

Althouse et al. (2000) relataram que DIs com contaminagdo bacteriana apresentando
aglutinacdo e reducdo de sua longevidade, aumentaram o retorno regular ao estro e a descarga
vulvar. Da mesma forma, Ness et al. (2007) descreveram que a contaminacdo das DIs com a

bactéria Achromobacter xylosoxidans, isolada do sistema de purificagdo de dgua, ocasionou
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além de reducdo na qualidade e longevidade das doses inseminantes, infec¢Oes uterinas,

reducdo da taxa de concepcao e, conseqiientemente, aumento da infertilidade.
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Fatores de risco para a contaminacao bacteriana durante a coleta do ejaculado suino e

suas conseqiiéncias sobre a qualidade das doses inseminantes

Risk of factors for bacterial contamination during boar semen collection and the

consequences on the quality of extended semen doses

Ana Maria Groehs Goldberg', Laura Espindola Argenti”, Jamil Elias Faccin", Lidia
Linck", Ménica Santi', Mari Lourdes Bernardi'", Marisa Cardoso"’, Ivo Wentz" e

Fernando Pandolfo Bortolozzo""

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia de diferentes pontos de risco de
contamina¢do bacteriana durante a coleta do ejaculado suino e seus efeitos sobre a qualidade
da dose inseminante (DI). O experimento foi realizado em quatro centros de difusdo genética
(CDG), nos quais as coletas dos ejaculados foram observadas buscando possiveis pontos de
risco de contaminagdo. Posteriormente, o s€émen in natura e 2 DIs, provenientes da coleta
observada, foram avaliados no que se refere a quantificacdo bacteriana, morfologia e
motilidade espermdtica e pH. Além do ejaculado, amostras de dgua e diluente foram avaliadas
quanto ao numero de unidades formadoras de col6nia (UFC). Pé€los prepuciais compridos
(>1,0 cm), a higiene da luva de coleta, liquido pingando pela mao do coletador para o interior
do recipiente de coleta e a durac@o da coleta foram os 4, dentre os 12 fatores avaliados, que
levaram a um aumento no percentual de ejaculados com valor superior a 220 UFC mL™" de
meso6filos aerébios (P<0,05). Foi avaliado o efeito isolado ou associado de sete fatores
(reprodutor sujo, Ostio prepucial sujo, diverticulo prepucial grande, pélos prepuciais
compridos, luva de coleta suja, pingos pela mao do coletador para dentro do recipiente de
coleta e pénis escapou durante a coleta) que pudessem resultar diretamente na contaminagdo
do ejaculado. Houve aumento significativo do nimero de ejaculados com contaminagdo

superior a 220 UFC mL", a partir da associacdo de 2 fatores, quando comparados aos
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ejaculados obtidos em coletas sem nenhum fator predisponente para contaminacdo. Ao
classificar as DIs conforme o grau de contaminagdo do diluente foram observadas reduc¢do na
motilidade e no pH e aumento nas alteracdes de acrossoma das DIs, ao longo das 168 horas de
armazenamento, no grupo cujo grau de contaminagdo do diluente foi superior a 14000 UFC
mL" versus o grupo com contaminagdo inferior a 330 UFC mL™. Doses inseminantes
provenientes de ejaculados mais contaminados apresentaram maior grau de contaminacao
bacteriana. Aparentemente, quando o ejaculado € coletado com um protocolo de
contamina¢cdo minima, dificilmente seu grau de contaminagdo serd capaz de produzir efeitos
deletérios na qualidade da DI, exceto quando a origem da contaminacio for proveniente de
falhas higi€nicas na linha de processamento das mesmas. A producdo de DIs com alta
qualidade do ponto de vista bacteriano, somente serd possivel com um rigoroso controle

higi€nico na linha de processamento, principalmente no que diz respeito a dgua e ao diluente,

associados a um protocolo de contamina¢do minima durante a coleta.

Palavras-chave: Suinos, sémen, dose inseminante, contaminagdo bacteriana

ABSTRACT

The aim of this study was to check the influence of different risk of factors for bacterial
contamination during the collection of ejaculate and the effects in boar extended semen
quality. The experiment was conducted in four boar studs, where semen collection was
observed, searching for possible risk of factors for bacterial contamination. The ejaculate and
two extended semen doses, deriving from the observed collection, were evaluated in regard to
numbers of colony-forming units (CFU), sperm morphology and motility, and pH. Water and
extender samples were also evaluated for CFU. Long preputial hair (>1 cm), the hygiene of
the collection glove, liquid trickling from the hand of the technician into the semen container
and the duration of the collection were the four, from twelve factors evaluated, that lead to an
increase in the percentage of ejaculates with more than 220 CFU mL™ of aerobic mesophiles
(P<0.05). The isolated or combined effect of seven factors (bad hygiene of boars, dirty
preputial ostium, large preputial diverticulum, long preputial hair, dirty collecting glove,
liquid trickling from the hand of the technician into the semen container and escape penis
during the collection), that could directly result in the contamination of ejaculates was
evaluated. There was a significant increase in the number of ejaculates contaminated with
more than 220 CFU mL™ when two or more factors were associated, compared to ejaculates

obtained from collections without any predisponent factors. When the extended semen doses
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were classified according to the degree of contamination of the extender, a decrease in
motility and pH and an increase on acrosome alterations in extended semen, during 168
hours of storage, were verified in the group where the degree of contamination was higher
than 14,000 CFU mL™ versus the group with lower than 330 CFU mL”. Extended semen
derived from more contaminated ejaculates showed a higher degree of bacterial
contamination. Apparently, when the ejaculate was collected with minimum contamination
protocol, its degree of contamination will hardly be able to produce effects in the extended
semen quality, unless when the source of contamination was hygienic failure in the
processing. The production of semen extended with high quality in the bacterial point of view
will only be possible with a strict hygienic control in the processing, mostly in respect to

water and extender, associated with minimum contamination protocol during the collection.

Key-words: Swine, semen, extended semen doses, bacterial contamination

INTRODUCAO

A inseminacdo artificial (IA) €, atualmente, a tecnologia da reproducdo mais utilizada
nas granjas tecnificadas de suinos (ALTHOUSE et al., 2008). Entretanto, para obter sucesso
em um programa de IA é fundamental que os centros de difusdo genética (CDG) produzam
doses inseminantes (DIs) de alta qualidade.

A produgdo de DIs deveria incluir além dos exames rotineiros de avaliacdo de
parametros espermaticos (motilidade, morfologia, concentragdo espermatica), amostras para
andlise microbioldgica da dgua, diluente e DIs, bem como um controle de qualidade da
higiene do laboratdrio e do nivel de contaminagdo bacteriana nas amostras de s€men in natura
(WABERSKI et al., 2008). As DIs com alta contaminagdo bacteriana tendem a apresentar
aglutinagdes espermaticas, reducdo da motilidade e viabilidade, situacdo que se reflete em
retorno regular ao estro, descargas vulvares pds-inseminacdo e reducdo da performance
reprodutiva do rebanho (ALTHOUSE et al., 2000).

Segundo Althouse e Lu (2005), o processo de coleta do sémen suino estd longe de ser
um procedimento estéril e eles sugerem um protocolo de contaminagdo minima para a coleta
do sémen. Dias et al. (2000) demonstraram que um protocolo higi€nico durante a coleta
produz ejaculados com menor grau de contaminacdo, embora ndo tenham identificado
especificamente os principais fatores que determinaram as diferencas no grau de

contaminagdo bacteriana do ejaculado. O objetivo desse trabalho foi verificar qual a
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influéncia de diferentes pontos de risco de contaminacdo bacteriana durante a coleta do

ejaculado suino, visando melhorar a qualidade da dose inseminante.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em quatro CDG localizados na regido sul do Brasil, entre
abril e novembro de 2008. Foram realizadas duas visitas em cada CDG, com intervalo de 3 a
4 meses, tomando-se o cuidando de ndo interferir na rotina de funcionamento. Todas as
instalacdes apresentavam certificagio GRSC (Granja de Reprodutores Suideos Certificada).
Foram observadas 213 coletas de s€émen de reprodutores das genéticas Dalland, Agroceres
PIC, DanBred, Toppigs, Penarlan e Genétiporc com idades entre 8 e 59 meses, sendo algumas

caracteristicas dos CDGs apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracterizacdo dos centros de difusdo genética (CDGs) avaliados.

Caracteristicas dos CDGs CDG A CDGB CDGC CDGD
Numero de reprodutores alojados 144 87 105 119
Idade média dos reprodutores (meses) 21,6 21,0 159 30,1
Meta de reposi¢ao anual (%) 60 45 50 40
Produc¢do mensal de DIs* 24143 12994 18082 16837
Numero de coletas/més* 841 458 671 496
Média mensal de DIs/ejaculado* 28,9 28,5 27,0 34,1

* média mensal dos dltimos 12 meses.

Os ejaculados foram coletados em sala especifica apds a higienizagdo dos diverticulos
prepuciais, entretanto, nos CDGs A e C era utilizada sub-luva, ou seja, os coletadores
utilizavam uma luva de latex para manejo dos animais e higienizacdo dos diverticulos
prepuciais que era coberta com uma luva de vinil no momento da coleta, enquanto nos CDGs
B e D era utilizada sobre-luva de plastico descartada no momento da coleta. Todos utilizavam
o método de coleta por estimulagdo mecanica do pénis (HANCOCK e HOWELL, 1959),
entretanto, nos CDGs A, B e D a fixa¢do do pénis era realizada pela pressao de todos os dedos
sobre a ponta do pénis com o dedo minimo estendido (Figura 1A), enquanto no CDG C a
ponta do pénis era fixada entre o polegar e o indicador estendidos, sendo que os demais dedos
permaneciam na lateral do recipiente de coleta (Figura 1B). Em todos os CDGs foram
utilizados recipientes térmicos de prote¢cdo com material descartdvel (saco ou copo plastico)

no interior e filtro especifico para reter a fracao gelatinosa das glandulas bulbouretrais.
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Figura 1: Tipos de fixagdo do pénis suino realizados durante a coleta,
conforme o CDG; 1la: CDG A,B e D; 1b: CDG C

Em cada visita foi realizada a observacdo individual das coletas buscando possiveis
pontos de risco de contaminacdo do ejaculado. Para tal, foram avaliados os aspectos descritos
na Tabela 2. Além disso, foram também considerados a ordem da coleta, o tempo entre a
entrada na baia e realizacdo do salto, duracdo da coleta e idade dos reprodutores.

ApO6s a observacdo da coleta do s€men, o mesmo foi levado ao interior do laboratério
do CDG, através de uma janela de comunicacdo, onde foi submetido as avaliacdes macro e
microscopicas (BORTOLOZZO e WENTZ, 2005), que foram realizadas de forma semelhante
em todos os CDGs. Inicialmente o ejaculado foi avaliado quanto a cor, odor, aspecto e
volume e, logo em seguida, quanto a motilidade, aglutinacio e concentragcdo espermadtica.

Ap6s a aprovagdo do ejaculado, o mesmo foi diluido em BTS (Beltsville Thawing
Solution), sendo que nos CDGs A, B e C foram utilizados produtos contendo o
antimicrobiano gentamicina (200 mg/L, IMV™ ou 250 mg/L, Minitub™) e no CDG D,
Linco-Spectim (0,26 g de Lincomicina e Espectinomicina por litro de diluente, Genes
Diffusion™). Como local de preparacdo e aquecimento do diluente, um recipiente de inox
com um saco plastico descartavel no seu interior foi utilizado nos CDG A e D, enquanto um
recipiente de PVC sem revestimento interno foi utilizado nos CDGs B e C. Todas as DIs
foram envasadas de forma semi-automatica em garrafas com capacidade de 100 mL. A dgua
utilizada na preparagdo do diluente foi proveniente de poco artesiano em todos os CDGs,
sendo que em trés deles a purificacdo foi realizada através de aparelho de osmose reversa com

Luz Ultra Violeta e no CDG D a dgua foi filtrada, deionizada e destilada.
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Tabela 2: Descricdo de alguns fatores avaliados durante a coleta do ejaculado.

Fatores avaliados Descricao
Limpo: sujidades ndo perceptiveis sobre o corpo
Sujo: presenca de qualquer sujidade sobre o corpo

Higiene do reprodutor

Limpo: sujidades ndo perceptiveis

Higiene do 6stio prepucial Sujo: presenga de qualquer sujidade

Curtos: aproximadamente 1 cm

Comprimento dos pélos prepuciais Compridos: maiores do que 1 cm

Limpa: tocou apenas no pénis

Higiene da luva de coleta Suja: ndo tocou apenas no pénis

Inclinado: inclinag¢ao de 45° durante a coleta

Inclinagdo do recipiente de coleta Nio inclinado: inclinagio < 45° durante a coleta

Dentro do recipiente de coleta

Pingos pela mao do coletador Fora do recipiente de coleta

. Sim
Pénis escapou durante a coleta Nio
Pequeno: menor do que 6,0 cm

Serticul il
Tamanho do diverticulo prepucia Grande: maior do que 6.0 cm

Amostras do ejaculado in natura, coletadas tanto de forma estéril como em solucdo de
formol citrato, e duas DlIs, preparadas conforme o protocolo da central, foram utilizadas para
realizacdo de diversas andlises laboratoriais. Além do ejaculado, amostras de dgua e diluente
foram coletadas, também de forma estéril, para avaliacdo microbioldgica. O s€men in natura,
a 4gua e o diluente foram transportados de forma refrigerada a 5°C, e as DIs foram
acondicionadas dentro de uma conservadora portdtil a 16° C.

No laboratério, uma aliquota de 12 mL foi retirada das DIs, apds completa
homogeneizacdo e de forma estéril, para posterior quantificagdo microbioldgica, sendo
armazenada, juntamente com as demais DIs, na conservadora onde permaneceram a 16°C
durante as 168 horas de andlises. Os demais materiais para avaliacdo microbiolégica eram
refrigerados a 5°C. As amostras de dgua, diluente, sémen in natura e DIs com 48 e 168 horas
de armazenamento, foram avaliadas para quantificacdo de mesé6filos aerébios e coliformes
totais pela técnica de plaqueamento em profundidade segundo Silva et al. (1997),
respectivamente, nos meios de cultura PCA (Plate Count Agar, Oxoid) e VRB (Violet Red
Bile Lactose Agar, Oxoid). Todas as amostras foram diluidas até 107 em solucio salina a
0,85%, estéril, e semeadas em duplicata (in6culos de 1,0 mL de cada dilui¢do por placa).
Ap0s a incubagdo (37°C/48 h) no meio PCA, foram contadas todas as colonias presentes € no

VRB, apenas as colonias consideradas tipicas de coliformes totais (1-2 mm de diametro,
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vermelhas e com halo de precipitacdo rosado), conforme Siqueira (1995). O nimero de
unidades formadoras de coldénia por mililitro (UFC mL") de sémen ou DI foi calculado
multiplicando-se a média do nimero de colonias contadas nas duplicatas, pelo inverso da
dilui¢do em que a contagem foi realizada.

A avaliacdo de morfologia espermatica completa (BLOM, 1973) foi realizada no
sémen in natura e a morfologia de acrossoma (PURSEL et al., 1972) nas DIs com 24 e 168
horas de armazenamento. As amostras foram fixadas em solu¢do de formol citrato, sendo
avaliadas 200 células por amostra em microscépio de contraste de fase (Olympus, BX41) com
aumento de 1000x.

As DIs foram avaliadas com 24, 72, 108 e 168 horas de armazenamento quanto ao seu
pH e motilidade. Para a avaliacdo do pH era retirada uma aliquota de 3,0 mL de cada DI, ap6s
prévia homogeneizagdo, a qual permanecia sob temperatura ambiente durante
aproximadamente 30 minutos, apds os quais era realizada a medicao através de um pH-metro
de mesa (Schott, pH-meter CG825). Para a avaliacdo da motilidade, uma aliquota de 1,5 mL
era acondicionada em um tubo para reacdo, tipo Eppendorf, apds prévia homogeneizagdo e
aquecida a 38,0°C em uma mesa de pré-aquecimento contendo um bloco de aluminio para
suporte dos tubos plésticos. Apds 15 minutos, a amostra era homogeneizada e 2 pl. eram
inseridos por capilaridade para o interior de uma camara de contagem Standard Count
(Leja™) aquecida (38°C), tomando-se o cuidado de preenché-la por completo. A motilidade
foi avaliada no eixo longitudinal da por¢ao central da cAmara, iniciando-se do lado oposto ao
preenchimento, em menos de 45 segundos, pelo programa Sperm Vision™ (Minitub™), com
aumento de 200x e contraste de fase negativo. A contagem das células foi realizada em sete
campos diferentes com desvio padrdo maximo de 15% no nimero de células entre os campos.
As células foram identificadas pela drea da cabeca considerada entre 20 — 120 pm?, sendo
classificadas como iméveis quando o desvio de orientacdo da cabeca (AOC — Average
Orientation Change of the head) era menor do que 2,5 graus de angulagdo, com movimento
local quando a distancia de deslocamento em linha reta (DSL — Distance Straight Line) era
menor do que 4 microns e apresentando motilidade progressiva quando as células nao se
enquadravam em nenhuma das classificagdes anteriores. Além disto, foi realizada a contagem
do nimero de espermatozdides das DIs com 24 horas de armazenamento, com o uso do
mesmo programa.

Para fins de anélise, os ejaculados in natura foram classificados como apresentando
um valor inferior ou igual a 220 UFC mL™" e superior a 220 UFC mL". Essa classificacdo foi

baseada no trabalho de Dias et al. (2000) e, além disto, aproximadamente 50% das amostras
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avaliadas no presente estudo apresentaram contaminagdo de até 220 UFC mL™". As DIs foram
classificadas, para fins de andlise estatistica, em superiores a 10 UFC mL"! ou 100 UFC mL'l,
respectivamente, para DIs semeadas em meio PCA com 48 e 168 horas de armazenamento,
pois estes valores representaram aproximadamente 50% das amostras avaliadas no presente
estudo.

A andlise estatistica foi efetuada com o programa estatistico SAS (SAS, 2000), sendo
a andlise descritiva dos dados obtida pelos procedimentos MEANS e FREQ. O teste qui-
quadrado foi utilizado para comparar os percentuais de ejaculados com mais de 220 UFC mL~
!, de acordo com os fatores referentes ao reprodutor ou a coleta propriamente dita e, também,
de acordo com a existéncia de um ou mais fatores que pudessem contribuir para a
contaminacio do ejaculado. Em todos os casos de analise do nimero de UFC mL™, os dados
foram transformados em logaritmo antes de serem submetidos a andlise de variancia pelo
procedimento GLM. Nos dois CDGs que ndo apresentaram contaminagdo excessiva do
diluente, as caracteristicas do ejaculado (UFC mL"' e motilidade) e das DIs (UFC mL™",
motilidade total, motilidade progressiva e pH) foram comparadas de acordo com a
classificacio do ejaculado in natura em dois grupos: < 220 UFC mL™" (n=43) e > 220 UFC
mL" (n=62). Em outra andlise, foram incluidas todas as DIs de sémen as quais foram
classificadas em dois grupos, de acordo com o grau de contaminagéo do diluente: UFC mL™" <
330 (n=105) e UFC mL" > 14000 (n=108). As varidveis motilidade total, motilidade
progressiva € pH foram analisadas como medidas repetidas no tempo (diferentes momentos
de avaliacdo da mesma amostra de s€émen) pelo procedimento MIXED. No modelo foram
incluidos os efeitos do momento de avaliagdo das amostras, do grau de contaminacdo do
diluente e da interacdo entre os dois. Os percentuais de acrossomas anormais, nas avaliacoes
efetuadas nas 24 e 168 h de armazenamento da DI, foram submetidos a analise de variancia
pelo procedimento GLM. Em todos os casos de comparacdo de médias, foram utilizados o
teste t (duas médias) ou o teste de Tukey-Kramer (mais de duas médias) com nivel de

significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os quatro CDGs utilizados no experimento apresentavam uma tecnologia muito
semelhante tanto na coleta como na avaliacdo e processamento do ejaculado. As
particularidades de algumas caracteristicas macro e microscopicas do s€men coletado em cada

CDG sao apresentadas na Tabela 3.



29

Tabela 3: Anélise descritiva dos ejaculados in natura nos diferentes CDGs.

Avaliacodes CDG A CDG B CDGC CDGD
Numero de ejaculados 53 55 53 52
Volume (mL) 268,8 £92,2 286,5+103,5 2239 +86,9 273,6 £ 83,0
Concentragdo (xlO6 sptz/mL) 344,6 +£105,3 324,9 + 69,5 327,1 £91,0 426,0 +120,8
Total sptz/ejaculado (x 109) 86,1 £19,1 89,5 £ 28,5 68,6 £21,0 113,1 £39,0
Motilidade total (%) 85,7+1,8 94,5+2.4 86,6 +2.4 88,6 £2,5
Acrossoma anormal (%) 0,7+1,0 1,5+2.8 0,5+1,0 1,2+1,2

Sptz com alteragdes
morfoldgicas (%)

Sptz — espermatozoides.

10+£9,3 9,1+13 7,2+7,1 11,1 £7,8

As informacgdes relacionadas ao grau de contaminag¢do bacteriana, por mesoéfilos
aerobios (PCA) ou por coliformes totais (VRB), bem como o percentual de ejaculados com
baixa contaminacdo bacteriana ou considerados livres de microorganismos, em ambos os

meios, estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4: Analise descritiva do crescimento bacteriano de meséfilos aerébios (PCA) e
coliformes totais (VRB) nos ejaculados in natura.

Avaliagdes CDG A CDG B CDG C CDGD
N° de ejaculados 53 55 53 52
UFC mL"' meio PCA 2985,7+6576,7 2394,1 +6377,7 729,7+4110,3 2433,0+4704,0

UFC mL™' meio VRB 1058,7 £3790,7 842,4 +£42426  622+4115,5 703,9 +£3463,4
Ejaculados com <220

UFC mL" (PCA). % (n) 52,8 (28) 45,4 (25) 77,4 (41) 28,8 (15)
NHC (PCA), % (n) 7,5 (4) 3,6 (2) 37,7 (20) 1,9 (1)
NHC (VRB), % (n) 34,0 (18) 58,2 (32) 50,9 27) 25 (13)

UFC - Unidade Formadora de Colonia; PCA — Plate Count Agar.
VRB - Violet Red Bile Lactose Agar; NHC — ndo houve crescimento.

Na Tabela 5 sdo apresentados os percentuais de ejaculados in natura com grau de
contaminagcdo de mesoéfilos aerdbios superior a 220 UFC mL'l, de acordo com os fatores
avaliados durante a coleta do ejaculado. P€los prepuciais compridos (>1,0 cm), a higiene da
luva de coleta, liquido pingando pela mao do coletador para o interior do recipiente de coleta
e a duracdo da coleta foram os quatro, dentre os 12 fatores avaliados, que levaram a um
aumento no percentual de ejaculados com valor superior a 220 UFC mL" de meséfilos
aerdbios (P<0,05).

Esses resultados estdo de acordo com o protocolo de contaminacdo minima

desenvolvido por Althouse et al. (2000) e com Weitze (2008) que recomendam manter os
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pelos prepuciais aparados, utilizar uma luva limpa durante a coleta, além de fixar o pénis
corretamente para que o liquido prepucial ndo escorra para dentro do copo de coleta e
contamine o ejaculado. O liquido prepucial pode ser uma das maiores fontes de contaminagdo
do sémen durante a coleta (RILLO et al., 1998) e no presente experimento foi significativo
tanto na contaminacdo por meséfilos aerébios como por coliformes totais. Esta mesma
contaminagdo também foi observada na varidvel duracdo da coleta (Tabela 6). Além destes, o
outro fator que contribuiu na contaminag¢do do ejaculado in natura, no caso de mesoéfilos
aerobios, foi a higiene da luva de coleta. As demais recomendacdes de Althouse et al. (2000)
e Weitze (2008), como uso de sobre-luva para a higiene dos diverticulos prepuciais e luvas de
vinil para a coleta, descarte dos primeiros jatos e remocao do filtro antes do ejaculado entrar
no laboratério, eram acdes realizadas em todos os CDGs. Entretanto, esses trabalhos ndo
apresentam um nimero de UFC mL™ que demonstre o grau de contaminagio aceitdvel ou a
influéncia de cada um desses fatores. Dias et al. (2000) demonstraram que quando a coleta foi
realizada de forma higi€nica, ou seja, os reprodutores foram lavados 2 dias antes da coleta, o
esvaziamento dos diverticulos prepuciais foi completo e realizado com sobre-luva, o 6stio
prepucial foi seco com papel toalha, os primeiros jatos foram descartados e o ejaculado foi
direto para o recipiente de coleta, a média de contaminacdo destes ejaculados ficou em 490
UFC mL™. Cabe ressaltar, que ao retirar o Gnico valor extremo, que ocorreu em funcio de
uma falha neste protocolo de coleta, essa média passou para 217 UFC mL". J4 quando a
coleta foi realizada com menos cuidados higi€nicos, ou seja, os animais foram lavados uma
semana antes da coleta, o esvaziamento dos diverticulos prepuciais foi parcial e sem sobre-
luva, o ejaculado ndo foi diretamente para o recipiente de coleta e os primeiros jatos ndo
foram descartados, a média passou para 18862 UFC mL"'. O emprego do protocolo de
contaminagdo minima, descrito por Dias et al. (2000) s6 que utilizando utensilios
esterilizados, permitiu a coleta de ejaculados estéreis (BENNEMANN et al., 2000).

A fixac@o do pénis no CDG C era realizada entre o polegar e o indicador estendidos
(FiguralB), diferentemente dos demais (Figura 1A). Esse tipo de fixacdo impediu que o
liquido que escorria pelo pénis pingasse para o interior do recipiente de coleta, diminuindo a
contaminagdo do ejaculado, sendo que 37,7% dos ejaculados deste CDG nio apresentaram
crescimento de mesoéfilos aerébios (Tabela 4). Além disso, 44% dos ejaculados onde o liquido
pingava pela mdo do coletador para o interior do recipiente de coleta, pertenciam ao grupo
cuja duragdo da coleta foi superior a sete minutos (P<0,05). Ou seja, quanto maior a duragdo
da coleta maior a possibilidade de pingar liquido que escorreu pela mao do coletador no

ejaculado e, provavelmente, esta é a razdo pela qual a duracdo da coleta superior a sete
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minutos também foi significativa para a contaminagdo bacteriana por mesofilos aerdbios e
coliformes totais (Tabela 6). Segundo Weitze (2008), coletando-se apenas a fracdo rica do
ejaculado a contaminacdo pode ser reduzida, provavelmente porque dessa forma a chance de

pingar liquido pela méo do coletador no interior do recipiente de coleta diminui.

Tabela 5: Percentual de amostras de s€men in natura com grau de contaminagdo superior a
220 UFC mL'l, em meio PCA, de acordo com os fatores avaliados durante a coleta
do ejaculado.

Fatores avaliados Caracteristica n > 220 UFC mL" % (n) P
Li 145 45,5 (66
Higiene do reprodutor Slllrjl(l)po 63 559 238; 0,16
o . ) Limpo 197 48,2 (95)
Higiene do 6stio prepucial Sujo 16 56,3 (09) 0,54
Comprimento dos pélos Curtos 160 45,0(72) a 0.05
prepuciais Compridos 53 60,4 (32)b ;
. Limpa 198 46,5 (92) a
Higiene da luva de coleta Suja 15 80,0 (12)b 0,01
Inclinagio do recipiente de ~ Inclinado 108 53,7 (58) 0.15
coleta Nao inclinado 105 43,8 (46) )
) _ Dentro recipiente 50 74,0 (37)a
Pingos pela méo do coletador g o cipiente 163 41,1 (67)b <0,0001
o Sim 60 56,7 (34)
Pénis escapou durante a coleta iz, 153 45.8 (70) 0,15
Tamanho do diverticulo Pequeno 111 46,8 (52) 0.55
prepucial Grande 102 51,0 (52) )
1(1-4) 68 48,5 (33)
Ordem da coleta 2 (5-8) 72 45,8 (33) 0,75
3(>8) 73 52,1 (38)
1 (0-2) 54 55,6 (30)
Int‘ervalo entre‘a entrada na 2 (3-6) 112 49.1 (55) 032
baia e salto (min) 3(>6) 47 404 (19)
1 (2-5) 78 42,3 (33)a
Duracao da coleta (min) 2 (6-7) 70 42,9 (30)a <0,02
3(>7) 65 63,1 (41)b
1 (8-18) 53 58,5 (31)
Idade do reprodutor (meses)* 2 (>18-30) 75 58,7 (44) 0,85
3 (>30) 32 53,1 (17)

*n=160, pois ndo foram considerados os dados do CDG C, visto que 91% dos machos apresentavam
menos de 18 meses de idade.
a,b na coluna, para cada varidvel, indicam diferenca significativa.
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A importancia dos reprodutores estarem limpos no momento da coleta como auxilio na
reducdo da contaminag@o do ejaculado tem sido relatada (DIAS et al., 2000; WEITZE, 2008).
Entretanto, no presente estudo, tanto a higiene do reprodutor como a do 6stio prepucial ndo
influenciaram a contaminacdo do s€men in natura, provavelmente, porque mesmo OS
reprodutores classificados como sujos apresentaram poucas dreas de sujidades. Em todos os
CDGs eram utilizados manejos de higienizacdo eficientes tanto dos animais como de seus
alojamentos, permitindo que estes chegassem limpos a sala de coleta. Além disso, a
higienizacao dos diverticulos prepuciais foi realizada em todos os reprodutores de forma seca,
pela pressdo mecanica e limpeza posterior do 6stio prepucial com papel toalha, permitindo
que sujidades maiores proximas ao Ostio prepucial fossem removidas, reduzindo assim a
possivel contaminagdo dos ejaculados.

A forma de fixagdo do pénis, a duracdo da coleta, a higiene prepucial, dos machos e da
luva, e todos os demais fatores que envolvem a coleta, sdo dependentes da equipe que a
realiza. Wolmmann (2002) observou diferencgas entre coletadores em termos de nimero de
espermatozoides no ejaculado e, possivelmente, com o nimero de UFCs ndo deve ser
diferente. Tem sido relatado que o ser humano, além de ser uma fonte de contaminacdo, deve
ter cuidado com suas acdes, pois sdo importantes na transferéncia de contamina¢cdo de um
local ao outro (ALTHOUSE e LU, 2005; ALTHOUSE, 2008). Bortolozzo ¢ Wentz (2005)
relatam que um protocolo de coleta com baixa contaminacdo deve levar em consideracao
falhas que s@o ocasionadas pelo ser humano como na higienizacdo prepucial, na fixacdo do
pénis, na higiene das luvas de coleta, na higiene da sala de coleta e ainda em uma possivel
inabilidade do coletador em realizar o procedimento. Neste estudo, muitas destas falhas
puderam ser observadas, principalmente em relacdo a correta fixacdo do pénis, e certamente
poderiam ser sanadas se os funciondrios recebessem uma melhor orientacdo sobre as
conseqiiéncias de suas ac¢des. Segundo Gall (2008a), o sucesso na higiene e biosseguranga dos
CDGs depende do desenvolvimento de uma cultura destas questdes com os funciondrios e
essa sO serd possivel pelo treinamento técnico adequado e envolvimento dos mesmos.
Portanto, a selecdo e o treinamento de uma equipe competente e dedicada deve ser uma
prioridade. Outra possivel forma de reducdo destas falhas € o uso de sistemas automatizados
de coleta. Ao comparar um sistema automatizado com a coleta manual, ndo foram
encontradas diferencas na duracdo da coleta, nas caracteristicas do ejaculado e no nimero de

UFC (TERLOUW et al., 2007).
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Tabela 6: Nimero de UFC mL™" de meséfilos aerdbios e coliformes totais (CT) encontrados
no ejaculado in natura de acordo com os fatores avaliados durante a coleta do ejaculado.

Fatores avaliados Caracteristica n  Meséfilos (PCA)** P CT (VRB)** P
. Limpo 145 2145,0 £5745,5 723,4 35132
Higiene do reprodutor  gj, 68 21189+52553 009 ogegxde3ro 026
Higiene do Gstio Limpo 197 2057,9 +5544,9 840,7 + 4038,7
prepucial Sujo 16 31063+61180 %36 3991410824 064
Comprimento dos Curtos 160 1737,5 + 5206,0 799,3 + 4033,9
pélos prepuciais Compridos 53 3341,7+6492,8 008 832,4+34812 041
Higiene daluva de ~ Limpa 198 2058,6 + 5670,6 a 825,5 +4024,0
coleta Suja 15 3167,0+42444b 002 5703+13775 OIS
Inclinagiio do Inclinado 108 2210,5 +5998,2 956,9 + 4321,2
recipiente de coleta  Nao inclinado 105 2060,7+5145,1 027 6540+34175  0.89
Pingos pela mio do Dentro dorecipiente 50  4608,5 £ 6975,0a 1245,9 +4558,6a
Colftad};’r Fora do recipiente 163 1378,4 +4856,5b <0.0001 6731 +3673,9p 00002
Pénis escapou durante  Sim 60  2627,8 +6047,8 1475,4 + 5815,2
a coleta Nio 153 1944,1+5396,1 013 5456427922 0,06
Tamanho do Pequeno 111 2022,6 +5320,9 680,0 +2879,8
diverticulo prepucial ~ Grande 102 22608 +58754 0,21 946,3 +4773,5 0,34
1(1-4) 68 2577261884 1103,5 + 4285,7
Ordem da coleta 2 (5-8) 72 1694,4 +4590,7 0,55 596,3 +3575,7 0,20
3 (>8) 73 2162,5+5909,5 740,2 + 3854,3
Intervalo entre a 1(0-2) 54 2195,7+6116,8 1383,0 + 5324,2
entrada na baia e salto 2 (3-6) 112 1941,0 £5045,1 0,55 490,5 +2960,0 0,76
(min) 3(>6) 47 25350 £6226,9 901,8 + 3936,9
i 1(2-5) 78 1360,7 +3540,1a 504,4 + 2906,8a
Duragdo da coleta 2(6-7) 70 1261,6+43733ab o5  485.1%3581.8a 005
(min) 3(>7) 65  4010,2 +7896,3b 1518,5 + 5053,4b
ldade d q 1(8-18) 53 1749,7 +4374,2 809,2 +3716,0
(Hf‘es‘zs)"*fepm utor 3 (>18-<30) 75 3162,7+69435 038 841,0+3701,0 0,41
3 (>30) 32 2703,0 + 55669 1033,8 + 4404,9

*n=160, pois ndo foram considerados os dados do CDG C, visto que 91% dos machos apresentavam menos de 18
meses de idade.

**Dados analisados apds transformacio em logaritmo.

a,b na coluna, para cada varidvel, indicam diferenca significativa.

PCA - Plate Count Agar; VRB — Violet Red Bile Lactose Agar.

Ao avaliar o efeito de sete fatores (reprodutor sujo, 6stio prepucial sujo, diverticulo
prepucial grande, pélos prepuciais compridos, luva de coleta suja, pingos pela mao do
coletador para dentro do recipiente de coleta e pénis escapou durante a coleta), isolados ou em
associacdo, sobre o nimero de UFC mL™ no ejaculado in natura, observou-se um aumento
significativo do nimero de amostras com contaminacio superior a 220 UFC mL™, a partir da
associacdo de 2 fatores, quando comparadas as amostras nas quais nenhum destes fatores
esteve presente. Quando essa avaliac@o foi realizada separadamente para mesoéfilos aerdbios e
coliformes totais, observa-se um aumento gradual da contaminag@o bacteriana, em ambos os

tipos, a medida que aumenta o nimero de fatores associados. Entretanto, nos mesofilos
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aerobios a diferenca foi assegurada a partir da associacdo de dois fatores e nos coliformes
totais a diferenca se estabeleceu apenas a partir da associacdo de trés fatores (Tabela 7). A
coleta do s€men suino apresenta varios passos descritos em diversos trabalhos (DIAS et al.,
2000; ALTHOUSE et al., 2000; BORTOLOZZO e WENTZ, 2005; ALTHOUSE, 2008;
WEITZE, 2008; GALL, 2008b), sendo que todos devem ser seguidos para a obten¢cdo de um
ejaculado com reduzido grau de contamina¢do. No presente trabalho, pode-se verificar que
quanto maior o nimero de falhas na realizacdo desses passos, maior a probabilidade do

ejaculado apresentar um alto grau de contaminagao.

Tabela 7: Efeito isolado de um fator ou da associa¢do de fatores avaliados no momento da
coleta e sua influéncia no nimero de UFC mL™ no ejaculado in natura.

5 T
N°de Amostras >220 UFC mL" ) UFC mL

Fatores Mesoéfilos aerébios (PCA)* CT (VRB)*

0 10/39 (25,6%) a 10042 +4791,2 a 316,0 +1681,4 a
1 27162 (43,6%) ab 1669,8 + 5329,5 ab 671,3 +£3426,7 ab
2 31/56 (55,4%) bc 21379 £53629 b 870,3 +4151,5 ab
3 21/37 (56,8%) bc 2381,9 +5520,7 bc 1163,0 £4946,6 b
4-5 15/19 (79,0%) c 5503,7 +£7596,9 c 1384,0 £5493,4 b

*Dados analisados ap6s transformacdo em logaritmo.

a,b,c na coluna, indicam diferenca significativa (P<0,05).

CT - Coliformes Totais; PCA — Plate Count Agar; VRB — Violet Red Bile Lactose Agar.

Foi considerada a ocorréncia de 7 possiveis fatores de risco para a contaminacdo do ejaculado:
reprodutor sujo, Ostio prepucial sujo, diverticulo prepucial grande, pé€los prepuciais compridos, luva de
coleta suja, pingos pela mao do coletador para dentro do recipiente de coleta e pénis escapou durante a
coleta.

Na avaliacdo das doses inseminantes foi necessédrio levar em consideragdo o grau de
contaminagio no diluente, o qual se apresentou inferior a 330 UFC mL™" nos CDGs A e D e
superior a 14000 UFC mL™" nos CDGs B e C. Ao classificar as DIs conforme o grau de
contamina¢do do diluente foram observadas diferencas na motilidade, no pH e na morfologia
acrossomal das DlIs, tanto entre os grupos em alguns momentos de andlise, como no mesmo
grupo ao longo das 168 horas de armazenamento (Tabela 8).

A motilidade total e a progressiva apresentaram diferenca significativa a partir das 108
horas, entre os grupos com maior € menor contaminacio do diluente. Althouse et al. (2000)
relatam que os efeitos da contaminacdo bacteriana nas doses inseminantes ndo sao observadas
imediatamente, mas necessitam de 36 a 48 horas de armazenamento para que a aglutinacio e
a reducdo da motilidade sejam evidentes. Esse tempo € necessdrio, pois estas alteragdes sao
dependentes da aderéncia bacteriana ao espermatozéide (MONGA e ROBERTS, 1994;
DIEMER et al., 1996).
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Houve diferenca no pH durante todo o periodo de armazenamento, provavelmente por
ser uma conseqiiéncia da liberagdo de substiancias do metabolismo bacteriano para o meio,
que ocorre desde o momento da contaminacio e serd dependente do tipo de tampao utilizado
no diluente. Althouse et al. (2000) encontraram variagdes de pH de 5,7 a 6,4 em 93% das
amostras contaminadas com diferentes géneros bacterianos, o que comprova que alguns
géneros bacterianos produzem substincias que acidificam o meio enquanto outros parecem
nao produzi-las ou as produzem em menor quantidade.

O percentual de alteragdes acrossomais diferiu significativamente nas 168 horas de
armazenamento de acordo com o grau de contaminacdo do diluente. Ao se ligarem nos
espermatozoides as bactérias provocam lesdes ultraestruturais na membrana plasmatica
(DIEMER et al., 1996), sendo que a integridade acrossomal é comprometida na maioria dos
espermatozoides de amostras aglutinadas (KUSTER e ALTHOUSE, 1997). Bennemann et al.
(2000), trabalhando com S. aureus e E. coli em diferentes concentracdes na dose inseminante
suina, ndo encontraram alteragdes de acrossoma até as 48 horas de armazenamento, entretanto
ap6s este periodo a E. coli, na concentracio de 5 x 10’ UFC mL”, afetou de forma
significativa o percentual de acrossomas alterados.

Aparentemente, as alteragdes de aglutinagdo, motilidade, pH e acrossoma nas doses
inseminantes sdo dependentes tanto da concentragdo bacteriana como de seu género. Esses
fatores serdo responsaveis pelo tempo que esse processo leva para ocorrer, fazendo com que
essas alteracdes nas doses inseminantes sejam observadas em diferentes periodos de
armazenamento.

Ao longo do periodo de armazenamento, a motilidade total de ambos os grupos
classificados conforme a contaminagdo do diluente foi menor nas 108 e 168 h em comparagdo
a motilidade nas 24 h. Entretanto, a motilidade progressiva foi menor a partir das 72 h no
grupo com menor contaminacdo e diferiu entre todos 0s momentos no grupo com maior
contamina¢do do diluente. O pH permaneceu estdvel ao longo das 168 h de armazenamento
no grupo com diluente menos contaminado, mas reduziu de 7,2 para 6,0, entre as 24 e 168
horas de armazenamento, no grupo com diluente mais contaminado. Possivelmente, essa
variacdo de pH auxiliou na reducdo dristica de motilidade observada no grupo com alta

contaminagdo bacteriana do diluente.
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Tabela 8: Avaliacdes de acrossoma, motilidade total e progressiva e pH ao longo do tempo de
armazenamento de acordo com o grau de contaminacao bacteriana do diluente.

Varidveis UFCmL' n 24h 72h 108 h 168 h
Acrossomas <330 105 9,8%65A - - 23+17,6A
defeituosos (%) >14000 108 99+7.0A - - 48,3+22,6 B

<330 105 853+83Aa 819%11,1Aab 78,4+144Ab 70,5+21,0Ac

Motilidade total (%)~ ~14000 108 862+7.7Aa 84.7+7.6Aa 64.6+208 Bb* 21.8+9.2 Bc*

Motilidade <330 105 68,0+16,6Aa 61,1181 Ab 581+21,2Ab 46,5+238 Ac
progressiva (%) >14000 108 72,9+156Aa 61,5+173Ab 33,3+20,4Bc* 7,1 +4,8Bd*
<330 105 73+02Aa  73+02Aa  73+01Aa  73%01Aa
>14000 108 7.2+0,1Ba  7,0+02Bb  6,7+03Bc  6,0+03Bd

A,B na coluna indicam diferenca significativa (P<0,05).
a,b,c,d na linha indicam diferenca significativa (P<0,05).
*n=77, pois foram excluidos os ejaculados nos quais a motilidade néo foi avaliada pelo Sperm Vision™.

pH

O alto grau de contamina¢do do diluente nos CDGs B e C ndo ocorreu em func¢do da
agua contaminada, como relatam Ness et al. (2007), mas devido ao local de preparacdo do
mesmo. Esses CDGs utilizavam barriletes de PVC com sistema de aquecimento, sendo
higienizados apds sua utilizagc@o. Entretanto, como esses tanques apresentam varios locais de
dificil acesso para limpeza, ocorria a formacdo e permanéncia de biofilme no interior do
recipiente, permitindo o crescimento € multiplicacdo destas bactérias, contaminando a dose
inseminante. Silva et al. (2006) relatam a dificuldade de limpeza de barriletes de PVC
utilizados para o armazenamento de dgua, propiciando a formacdo de biofilmes e a
contaminagdo da 4agua. Os microorganismos, quando em biofilmes, tornam-se mais
resistentes, tanto a a¢do de antimicrobianos como de desinfetantes, do que células isoladas.
Althouse et al. (2000) recomendam a utilizacdo de detergentes que ndo deixam residuos para a
higienizacdo de materiais reciclaveis no interior do laboratorio, entretanto Silva et al. (2006)
descrevem que quando existe a presenca de biofilmes, os métodos convencionais de
desinfeccdo ndo sdo suficientes, sendo necessario o uso de desinfetantes em maior
concentragdo, que geralmente deixam residuos na dgua. Esses residuos podem ser toxicos aos
espermatozoides. Nos outros CDGs, eram utilizados tanques de aco inoxidavel contendo um
saco plastico no seu interior que era descartado no final de cada dia, impedindo a formacao de
biofilme.

Althouse (2008) relata que o primeiro passo para reduzir a contaminagdo bacteriana
das doses inseminantes, ¢ melhorar a higiene do reprodutor e da coleta. Concordando com
este autor, Weitze (2008) descreve que a unica forma de prevenir a contaminacdo do

z

ejaculado e, portanto, das doses inseminantes, ¢ manter o ambiente de trabalho limpo.
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Bennemann (1998) demonstrou que o antimicrobiano € capaz de reduzir a contamina¢do, mas
nio € capaz de elimind-la. Em seu estudo, 99,08% das amostras de s€men in natura
apresentaram contaminacdo, quando doses inseminantes foram produzidas sem
antimicrobiano, 97,72% delas continuaram contaminadas, sendo que esse percentual baixou
para 71,27% quando o antimicrobiano foi utilizado. Além disso, ocorreram aumentos do
nimero de UFCs ao longo das 96 horas de avaliagdo de doses inseminantes com e sem
antimicrobiano, indicando que as bactérias sdo capazes de se multiplicar mesmo na presenga
do antimicrobiano. Ao manter um ambiente de processamento com baixa contaminagdo
bacteriana, ou seja, controle da 4gua, do diluente e da linha de processamento das DlIs, a fonte
de contaminacdo serd o ejaculado, como o que ocorreu nas centrais A e D. Desta forma pdde-
se avaliar a influéncia desta contaminagcdo sobre as doses inseminantes (Tabela 9). Foi
confirmada a importancia da higiene no momento da coleta, visto que os ejaculados com
baixa contaminagdo (<220 UFC mL™') produziram um menor percentual de doses
inseminantes com contaminacio superior a 10 UFC mL™, nas 48 h, do que as provenientes de
ejaculados com maior grau de contaminacdo. Entretanto, o crescimento bacteriano com 168
horas de armazenamento ndo foi influenciado pelo grau de contamina¢do do ejaculado, ou
seja, com a multiplicacdo bacteriana as doses inseminantes que apresentavam baixa
contaminagdo inicial, passaram a apresentar uma contaminagdo tdo elevada quanto as que
apresentavam alta contaminagao inicial.

Quando a motilidade destas DIs foi comparada, surpreendentemente observou-se um
aumento significativo nas amostras com maior grau de contaminagdo a partir de 72 h para a
motilidade total e de 168 h na motilidade progressiva. Em varios trabalhos (KUSTER e
ALTHOUSE, 1997; ALTHOUSE et al., 2000; ALTHOUSE e LU, 2005; ALTHOUSE, 2008;
GALL, 2008b; GOLDBERG et al., 2008 e ALTHOUSE et al., 2008) sdo descritas as
alteracoes que a contaminagdo bacteriana é capaz de ocasionar nas doses inseminantes
durante o periodo de armazenamento, entre elas o aumento das aglutinacdes, a queda da
motilidade, acidificacdo do pH e alteracoes de acrossoma. Entretanto, para que essas
alteracdoes ocorram € necessdria a presenca de uma relacdo 1:1 entre espermatozdides e
bactérias (DIEMER et al., 1996; ALTHOUSE et al, 2000). Como a relagdo
espermatozoides:bactéria maxima alcangada nos CDGs A e D foi de 1450:1 nas 48 horas e
370:1 nas 168 horas, essas alteracdes ndo puderam ser observadas. Provavelmente, o aumento
da motilidade observado nas amostras mais contaminadas deve-se a outro fator que nado foi

possivel identificar.
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Tabela 9: Caracteristicas do ejaculado e das doses inseminantes (DIs) de acordo com o
crescimento bacteriano em meio PCA do ejaculado in natura nos 2 CDGs com
contaminagio do diluente inferior a 330 UFC mL"".

Varidveis <220 UFC mL" (n=43) >220 UFC mL" (n=62)
UFC mL"! no ejaculado (PCA)* 714 +66,7a 4543 4 + 6868.,4b
UFC mL"! no ejaculado (VRB)* 8,6 +15,5a 14894 + 4628,1b
UFC mL" na DI48 h (PCA)* 99,1 +228.5a 421,5 +2269.2b
UFC mL" na DI48 h (VRB)* 0,0 + 0,0%* 110,7 + 613,6%*
DIs ¢/>10 UFC mL™" 48 h, % (n) 32,6 (14)a 61,3 (38)b
DIs ¢/>100 UFC mL™" 168 h, % (n) 58,1 (25)a 475 (29)a
in natura 86,9 +2.4a 874 +2,7a
24 h 83,8 +8,7a 86,4 +7.9a
Motilidade total (%) 72 h 79,1 £13,7a 83,9 £8,5b
108 h 740 + 18,2a 81,4 +10,2b
168 h 64,5 +21,5a 74,7 +19,8b
24 h 65,4 + 18,5a 69,9 + 15,1a
. , 72 h 57,7 +20,7a 63,5 + 15,82
Motilidade progressiva (%) g1, 534 £25,1a 614 +17,5a
168 h 39,9 +24.7a 51,1 £22.3b
24 h 74 +02a 73+02a
. 72 h 74 +03a 73+02a
P 108 h 73+0.1a 73+0.1a
168 h 73+0,1a 73+0,1a

*Dados analisados ap6s transformacgdo em logaritmo.
**sem comparagdo, pois ndo houve crescimento em 48 horas.
a,b na linha indicam diferenca significativa (P<0,05).

Aparentemente, para atingir a relacdo espermatozdide:bactéria de 1:1 capaz de
provocar modificacdes na DI, é necessario existir um alto grau de contaminacdo na dgua ou
no diluente conforme citado em alguns trabalhos (KUSTER e ALTHOUSE, 1997; NESS et
al., 2007; GOLDBERG et al., 2008). No presente experimento, o CDG que obteve a maior
média de UFC mL™" no ejaculado in natura apresentou uma relacio superior a 100000
espermatozoides por UFC. Além disso, quando as bactérias sdo introduzidas em um novo
ambiente, que ocorre na diluicdo do ejaculado, elas necessitam de um tempo de recuperacio e
de adaptacdo para iniciar a metabolizar o substrato presente no meio (ALTHOUSE, 2008)
podendo apresentar dificuldades para se adaptar e crescer (BENNEMANN et al., 2000) e, se
forem sensiveis aos antimicrobianos do diluente, provavelmente, ocorrerd redugdo da
contaminac¢do. Entretanto, se a fonte de contaminacao for o proprio diluente, além da possivel

resisténcia ao antimicrobiano, as bactérias ja estardo totalmente adaptadas ao meio e ndo
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encontrardo dificuldades para se multiplicar cada vez mais em um ambiente com a
temperatura adequada e com alta quantidade de substrato.

Se for utilizada a relacdo espermatozdide:bactéria de 1:1 como parametro de avaliacao
higiénica, os padrdes gerais de higiene na coleta foram satisfatérios, uma vez que nenhum
ejaculado chegou perto desta relagdo. Entretanto, ao avaliar o que ocorreu com o CDG C, no
qual a média do grau de contaminacdo por meséfilos aerébios dos ejaculados in natura foi de
729,7 UFC mL", enquanto os demais apresentaram valores superiores a 2000 UFC mL™, e as
DIs produzidas apresentaram uma contaminacdo superior a 30000 UFC mL"' em funcdo do
diluente contaminado, € possivel observar a importancia de um controle higi€énico permanente
com o processamento do sémen. Portanto, o grau de contaminacdo do ejaculado in natura
parece ter menos efeito na qualidade da DI do que situacdes em que a origem da
contaminagdo € proveniente de falhas higi€nicas na linha de processamento das mesmas,

como foi o caso da contaminacao do diluente.

CONCLUSOES

Pélos prepuciais compridos (>1,0 cm), a luva de coleta suja, liquido pingando pela
mao do coletador para o interior do recipiente de coleta e a coleta com duragdo superior a sete
minutos foram os fatores que aumentaram o grau de contaminagao do ejaculado. A associag¢do
de duas ou mais falhas no procedimento de coleta aumentam o grau de contaminagdo do
sémen in natura. Ejaculados com maior contaminagio (>220 UFC mL™) resultam em maior
percentual de doses inseminantes com contaminagio superior a 10 UFC mL™", nas 48 h de
armazenamento, embora o grau de contamina¢do da dose possa ndo ser suficiente para afetar
negativamente a motilidade esperméatica. Um maior grau de contaminagdo do diluente resulta
em reducdo da qualidade das doses inseminantes (motilidade, motilidade progressiva,

acrossomas normais) ao longo do armazenamento in vitro.

REFERENCIAS

ALTHOUSE, G.C. Sanitary procedures for the production of extended semen.
Reproduction in Domestic Animals, v. 43, p. 374-378, 2008.

ALTHOUSE, G.C.; KUSTER, C.E.; CLARCK, S.G.; WEISIGER, R.M. Field investigations
of bacterial contaminants and their effects on extended porcine semen. Theriogenology, v.
53, p. 1167-1176, 2000.

ALTHOUSE, G.C.; LU, K.G. Bacteriospermia in extended porcine semen. Theriogenology,
v. 63, p. 573-584, 2005.



40

ALTHOUSE, G.C.; PIERDON, M.S.; LU, K.G. Thermotemporal dynamics of contaminant
bacteria and antimicrobials in extended porcine semen. Theriogenology, v. 70, p. 1317-
1323, 2008.

BENNEMANN, P.E. Avaliacdo de doses inseminantes produzidas em centrais de
inseminacao artificial de suinos no sul do Brasil e o efeito da contaminaciao bacteriana
sobre a qualidade espermatica. 1998. 254 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias) — Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, 1998.

BENNEMANN, P.E.; BORTOLOZZO, F.P.; WENTZ, 1.; CARDOSO, M.R.I. Motilidade
espermdtica e integridade acrossomal em doses de sémen suino refrigeradas e inoculadas
com Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Ciéncia Rural, v. 30, n. 2, p. 313-318, 2000.

BLOM, E. The ultrastructure of some characteristics sperm defects and a proposal for a new
classification of bull spermiogram. In: SIMPOSIO INTERNAZIONALE DI ZOOTECNIA.
7., Milan, 1972. Anais... 1973, p. 125-139.

BORTOLOZZO, F. P., WENTZ, 1. Suinocultura em acido 2 — Inseminacao Artificial na
Suinocultura Tecnificada. Porto Alegre: Pallotti, 2005. 183p.

DIAS, C.P.; CASTAGNA, C.D.; REIS, G.R.; SIMONETTI, R.; BORTOLOZZO, F.P.;
WENTZ, I.; CARDOSO, M. Grau de contaminagcdo bacteriana no ejaculado de suinos
submetidos a dois métodos de higienizagdo e coleta. Arquivos da faculdade de veterinaria
da UFRGS, v. 28, p. 32-40, 2000.

DIEMER, T.; WEIDNER, W.; MICHELMANN, H.W.; SCHIEFER, H.G.; ROVAN, E.;
MAYER, F. Influence of Escherichia coli on motility parameters of human spermatozoa in
vitro. International Journal of Andrology, v. 19, p. 271-277, 1996.

GALL, T. Boar stud employee management. In: MIDWEST BOAR STUD MANAGERS
CONFERENCE, 2008a, Missouri. Proceedings... Missouri, 2008a.

GALL, T. Hygiene and Contamination in the Lab. In: MIDWEST BOAR STUD
MANAGERS CONFERENCE, 2008b, Missouri. Proceedings... Missouri, 2008b.

GOLDBERG, AM.G.; ARGENTI, L.E.; FACCIN, J.E.G.; PELLEGRINI, D.C.P;
BORTOLOZZO, F.P,WENTZ, I.; CARDOSO, M. Contamina¢do bacteriana da dgua em
centro de difusdo genética e suas conseqiiéncias na dose inseminante. In: FORUM
INTERNACIONAL DE SUINOCULTURA, 4., 2008, Curitiba. Anais... Sdao Paulo:
Animalworld, 2008, p. 229 — 231.

HANCOCK, J.L.; G.L.R. HOWELL. The collection of boar semen. Veterinary Record, v.
71, p. 664, 1959.

KUSTER, C.; ALTHOUSE, G.C. Sperm Agglutination of extended semen caused by
gentamicin-resistant  bacteria. In: AMERICAN ASSOCIATION OF SWINE
PRACTITIONERS, 1997, Quebec. Proceedings... Quebec: 1997, p.293-295.

MONGA, M.; ROBERTS, J.A. Spermagglutination by Bacteria: Receptor-Specific
Interactions. Journal of Andrology, v. 15, n. 2, p.151-156, 1994.

NESS, A.; BORST, L.; MADDOX, C.; PAYNE, B.; CLARK, S. Identification of water
system biofilm bacteria and the negative effects on reproductive traits. In: AMERICAN
ASSOCIATION OF SWINE VETERINARIANS, 2007, Florida. Proceedings... Florida:
2007, p. 47.



41

PURSEL, V.G.; JOHNSON, L.A.; RAMPACEK, G.B. Acrossoma morphology of boar
spermatozoa incubated before cold shock. Journal of Animal Science, v. 34, n. 2, p. 278-
283, 1972.

RILLO, M.S.; SHOKOUHI, V.; GARCIA BOIX, E.; HERNANDES-GIL, R.; ROMERO, L.
Contamination of semen doses and its possible relationship with the bacterial flora of the
prepuce. In: INTERNATIONAL PIG VETERINARY SOCIETY, 15., 1998, England.
Proceedings... England, 1998, p. 60.

SAS Institute INC. SAS User’s Guide: Statistical Analysis System. Release 8.0, Cary,
North Carolina, U.S.A., 2000.

SILVA, CH.PM.; LINS, AP.; CRUZ, CS.0.; GREENBERG, W.; STEWART, T.
Caracterizacdo dos biofilmes formados em filtros de carvdo ativado de sistemas de

purificagdo de dgua em laboratérios clinicos. Revista Brasileira de Analises Clinicas, v. 38,
n. 4, p. 243-253, 2006.

SILVA, N.; JUNQUEIRA, V.C.A.; SILVEIRA, N.F.A. Contagem total de microorganismos
aerébios mesofilos, aerdbios psicotrofilos e bolores e leveduras em placas. In:_

Manual de métodos de analise microbioldgica de alimentos. Sao Paulo:Varela, 1997. cap.
3, p- 20-29.

SIQUEIRA R.S. Enterobactérias. In: Manual de microbiologia em alimentos. Rio de
Janeiro: EMBRAPA, MAARA e CTAA, 1995. cap. 10, p. 73-116.

TERLOUW, S.; SIMMET, C.; SCHLIMGEN, T.; SCHENK, J.; JAMES, E.; GUNDERSON,
G.; DIDION, B.; DOBRINSKY, J. Comparison of AutoMate™ and the gloved-hand method
for boar semen collection. In: AMERICAN ASSOCIATION OF SWINE
VETERINARIANS. 2007, Florida. Proceedings... Florida: 2007, p. 315-318.

WABERSKI, D.; PETRUNKINA, A.M.; TOPFER-PETERSEN, E. Can external quality
improve pig Al efficiency? Theriogenology, v. 70, p. 1346-1351, 2008.

WEITZE, K.F. Hygiene tips for good semen quality. Pig International, v. 38, n. 8, p. 14-16,
2008.

WOLLMMANN, E.B. Variacdo nos parametros seminais em suinos destinados a
inseminacao artificial de acordo com a idade, época do ano, alojamento e coletador.
2002. 68f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterindrias) — Faculdade de Veterindria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2002.



42

4 CONSIDERACOES FINAIS

A coleta de um ejaculado com baixa contaminacdo bacteriana deve seguir um
protocolo de contamina¢do minima, procurando evitar, principalmente, o contato entre o
liquido que escorre pela luva e o ejaculado. Entretanto, a obtengcdo de ejaculados com
reduzido nimero de UFC, ndo € garantia de que as doses inseminantes estardo livres de
agentes contaminantes, capazes de reduzir sua viabilidade ao longo do periodo de
armazenamento e gerar possiveis problemas reprodutivos. A producdo de doses inseminantes
de alta qualidade microbioldgica necessita de um cuidado rigoroso ndo apenas com a higiene
da coleta, mas, principalmente, com o que diz respeito ao seu processamento. A contaminagao
da dgua pode ser proveniente de sua origem, dos sistemas de tratamento ou ainda dos locais
de armazenamento. J4 o diluente pode ser contaminado tanto nos locais de armazenamento
como nos de preparagdo. A contaminacdo destes locais deve ser considerada mais importante
que a da coleta, pois atuard em todas as DIs processadas e ndo apenas nas DIs produzidas por
um ejaculado contaminado. Além disso, concentracdes bacterianas capazes de produzir
alteracoes de aglutinacdo, motilidade, pH e acrossoma, parecem ocorrer com mais facilidade
quando a dgua ou o diluente encontram-se contaminados. Portanto, a producdo de doses
inseminantes com baixa contaminacdo, somente serd possivel com um rigoroso controle
higi€nico na linha de processamento, principalmente no que diz respeito a dgua e diluente,

associados a um protocolo de contamina¢do minima durante a coleta.



43

REFERENCIAS

ALTHOUSE, G.C.; KUSTER, C.E.; CLARCK, S.G.; WEISIGER, R.M. Field investigations
of bacterial contaminants and their effects on extended porcine semen. Theriogenology, v.
53, p. 1167-1176, 2000.

ALTHOUSE, G.C.; LU, K.G. Bacteriospermia in extended porcine semen. Theriogenology,
v. 63, p. 573-584, 2005.

BAILEY, J.L. Sperm Quality Tests: What are other species using? In: MIDWEST BOAR
STUD MANAGERS CONFERENCE, 2008, Missouri. Proceedings. Missouri, 2008

BORTOLOZZO, F. P., WENTZ, 1. Suinocultura em acido 2 — Inseminacio Artificial na
Suinocultura Tecnificada. Porto Alegre: Pallotti, 2005. 183p.

BORTOLOZZO, F.P.; GOLDBERG, AM.G.; WENTZ, 1. Até onde é possivel reduzir o
nimero de espermatozdides na inseminagdo artificial intra-cervical em suinos sem
comprometer a fertilidade?Acta Scientiae Veterinariae, v. 36 (Supl 1), p. 17-26, 2008.

COLENBRANDER, B.; FEITSMA, H.; GROOTEN, H.J. Optimizing semen production for
artificial insemination in swine. Journal of Reproduction and Fertility. Supplement 48, p.
207-215, 1993.

DIAS, C.P.; CASTAGNA, C.D.; REIS, G.R.; SIMONETTI, R.; BORTOLOZZO, F.P.;
WENTZ, I.; CARDOSO, M. Grau de contaminagcdo bacteriana no ejaculado de suinos
submetidos a dois métodos de higienizagdo e coleta. Arquivos da faculdade de veterinaria
da UFRGS, v. 28, p. 32-40, 2000.

FLOWERS, W.L. Water quality considerations for Al. Pigs on Parade — Swine AI news
bulletin from IMV, v. 4, 1998.

FOXCROFT, G.R.; DYCK, M.K.; RUIZ-SANCHEZ, A.; NOVAK, S.; DIXON, W.T.
Identifying useable semen. Theriogenology, v. 70, p. 1324-1336, 2008.

GADEA, J. Sperm factors related to in vitro and in vivo porcine fertility. Theriogenology 63,
431-444,2005.

HAFEZ, E.S.E. Semen evalution. In . Reproduction in farm animals. 6.ed.
Philadelphia: Lea e Febiger, 1993. Cap. 19, p. 405-423.

HANCOCK, J.L.; G.L.R. HOWELL. The collection of boar semen. Veterinary Record, v.
71, p. 664-665, 1959.

JOHNSON, L.A.; WEITZE, K.F.; FISER, P.; MAXWELL, W.M.C. Storage of boar semen.
Animal Reproduction Science, v. 62. p. 143-172, 2000.

KING, G.J.; MACPHERSON, J.W. A comparison of two methods for boar semen collection.
Journal of Animal Science, v. 36, n. 3, p. 563-565, 1973.

KUSTER, C.; ALTHOUSE, G.C. Sperm Agglutination of extended semen caused by
gentamicin-resistant  bacteria. In: AMERICAN ASSOCIATION OF SWINE
PRACTITIONERS, 1997, Quebec. Proceedings. Quebec: 1997, p.293-295.

LEVIS, D.G. Hazard analysis of critical control points in an on-farm artificial insemination
laboratory. In: GEORGE A. YOUNG SWINE CONFERENCE, 1997, p. 58-74.



44

LEVIS, D.G. Liquid boar semen production: Current extender technology and where do we
go from here! In: INTERNATIONAL CONFERENCE ON BOAR SEMEN
PRESERVATION, 4, 1999, Maryland. Proceedings. Lawrence:Allen Press, p. 121-128.
2000.

MARCHETTI, AN. Qualidade da agua utilizada em laboratérios de centrais de
inseminacao artificial. Curso de inseminagdo Artificial em suinos — Minitub e UFRGS.
2008.

MONGA, M.; ROBERTS, J.A. Spermagglutination by Bacteria: Receptor-Specific
Interactions. Journal of Andrology, v. 15, n. 2, p.151-156, 1994.

NESS, A.; BORST, L.; MADDOX, C.; PAYNE, B.; CLARK, S. Identification of water
system biofilm bacteria and the negative effects on reproductive traits. In: AMERICAN
ASSOCIATION OF SWINE VETERINARIANS, 2007, Florida. Proceedings. Florida:
2007, p. 47.

RUIZ-SANCHEZ, A.L.; O’ DONOGHUE,R.: NOVAK, S.; DYCK, M.K.; COSGROVE,J.R.;
DIXON, W.T.; FOXCROFT, G.R. The predictive value of routine semen evaluation and IVF
technology for determining relative boar fertility. Theriogenology, v. 66, p. 736-748, 2006.

SCHEID, I.R.; WENTZ, I.; KICH, J.D. Toxicidade das luvas de coleta ao s€émen suino. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE VETERINARIOS ESPECIALISTAS EM SUINOS. 7.,
1995. Blumenau — SC. Anais. Concordia EMBRAPA — CNPSA. P. 148. 1995.

SILVA, CH.P.M.; LINS, AP.; CRUZ, CS.0.; GREENBERG, W.; STEWART, T.
Caracterizacdo dos biofilmes formados em filtros de carvdo ativado de sistemas de
purificacdo de dgua em laboratdrios clinicos. Revista Brasileira de Analises Clinicas, Rio
de Janeiro, v. 38, n. 4, p. 243-253, 2006.

SPERM VISION® 3.5 USER’S MANUAL, 2006.

Disponivel em:< http://www.minitube.com/Files%S5CSpermVision35manuala.pdf> Acesso
em: 24 mar. 2008.

TEJERINA, F., BURANAAMNUAY, K.; SARAVIA, F.;, WALLGREEN, M
RODRIGUEZ-MARTINEZ, H. Assesment of motility of ejaculated, liquid-stored boar
spermatozoa using computerized instruments. Theriogenology, v. 69, n. 9, p. 1129-1138
2008.

TORTORA, GJ.; FUNKE, B.R.; CASE, C.L. Microbiologia ambiental. In _
Microbiologia. 6.ed. Porto Alegre: Artmed, 2000. cap. 27, p. 714-741.

WEITZE, K.F. Transmissible diseases by artificial insemination in pigs. In: Congresso
Panamericano de Ciéncias Veterindrias, 15., 1996, Campo Grande. Abstracts. Campo
Grande: Associacdo Panamericana de Ciéncias Veterindrias, 1996. p. 1-7.

WENTZ, I; VARGAS, A.J.V; BORTOLOZZO, F.P.; CASTAGNA, C.D. Situagdo atual da
inseminacdo artificial em suinos no Brasil e viabilizacdo econdmica do emprego dessa
biotécnica. SIMPOSIO INTERNACIONAL DE REPRODUCAO DE SUINOS, 3., 2000,
Flores da Cunha.



