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RESUMO

A contaminagao dos ejaculados suinos atrelada a fatores extrinsecos ¢ fundamental para o
desenvolvimento de medidas de controle. Isso pode resultar na melhoria da qualidade das
doses de sémen e na diminui¢do do uso de antimicrobianos. O objetivo foi avaliar o efeito da
origem, local de alojamento, idade e lavagem prepucial sobre a contaminagdo bacteriana e
producao de doses de ejaculados suinos. Os ejaculados (n=201), provenientes de 144 machos
da mesma linhagem genética foram divididos aleatoriamente em 2 grupos: sem lavagem
prepucial (G1, n= 81 ejaculados) e com lavagem prepucial (G2, n= 120 ejaculados). Os
machos foram alojados e submetidos a coleta de sémen pela mesma pessoa. A lavagem
consistiu na infusdo de 120 ml de solucdo de NaCl 0,9% dividido entre o canal prepucial e
diverticulo. Foram obtidas amostras de ejaculado fresco e dose diluida. E para parte dos
machos (n= 47) a fracdo pré-espermatica foi coletada independente do grupo. Em relacao as
UFC, foi observado diferenga (P<0,0001) ao comparar o ejaculado puro entre os grupos (1,72
+ 0,08 vs 2,47 = 0,14 LoglO0, respectivamente). Nos dados de motilidade nao foi observado
diferenga (P>0,05). A fragdo pré-espermatica apresentou UFC mais elevada quando
comparada ao restante do ejaculado (2,85 £ 0,16 vs 2,02 £ 0,07, respectivamente; P<0,001).
A origem, galpao de alojamento e idade dos machos tiveram efeito na produtividade da
contaminacdo do ejaculado puro, das doses de inseminagdo e das intervencoes
medicamentosas. A lavagem prepucial e a fragdo do ejaculado influenciam no nivel de
contaminagdo bacteriana do ejaculado puro.
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1 INTRODUCAO

Atualmente a inseminacao artificial (IA) ¢ uma das biotécnicas que mais apresentou
avancos nos ultimos anos (Ternus et al., 2017), as técnicas causaram inlimeros impactos na
genética, biosseguranca, fertilidade e eficiéncia na producao (Llamas-Lopez, et al., 2019). O
tipo de coleta do ejaculado tem papel essencial na carga bacteriana inicial do ejaculado, na
dose armazenada ¢ na eficiéncia do trabalho dentro de uma unidade de disseminacdo de
genes, UDG (Paschoal et al., 2021). O diluidor possibilita meio para o crescimento de
bactérias, embora em sua maioria os diluidores contenham antimicrobianos (Shaoyong et al.,
2019). O crescimento bacteriano no ejaculado ocasiona mudancas no pH, competi¢cdo por
substrato, aglutinagdo espermatica, afeta a viabilidade dos espermatozoides, dados a
membrana acrossomal além de diminuirem a motilidade e, portanto, a vida util das doses
inseminantes (Althouse & Lu, 2005; Kuster & Althouse, 2016).

Evitar a contaminacdo do ejaculado pode ser um processo potencialmente impossivel,
porém com medidas focadas em procedimentos higi€nicos € possivel reduzir a carga
bacteriana desde a coleta até o processamento das doses (Bennemann et al., 2018). Dias et al.
(2000), verificaram que o método de higieniza¢do pré-coleta, o foco na lavacao frequente de



toda a superficie corporal do macho com 4gua e sabdo dias proximos a coleta e os cuidados
durante a fixacdo do pénis de forma que a sua extremidade fique livre durante a coleta,
resultaram em menor grau de contaminagdo do ejaculado puro.

O método de fixagdo do pénis em sistemas semiautomaticos de coleta demonstrou
diminui¢do na ocorréncia de mesofilos aerdbios no ejaculados, principalmente quando a
regido prepucial se encontra com maior presenga de sujidades ou em coletas prolongadas
(Paschoal et al., 2021). A duracdo da coleta superior a 7 minutos apresentou razao de chance
maior como potencial fator de risco para a ocorréncia de ejaculados com mesofilos aerdbios
(Goldberg et al., 2013). O liquido prepucial escorrendo pela luva do coletador e caindo dentro
do copo de coleta propicia a contaminagdo bacteriana (Goldberg et al., 2013).

Em centrais de coleta e processamento de sémen de touros, a lavagem do canal
prepucial ¢ utilizada rotineiramente (Meena et al., 2015; Paray et al., 2018; Kumar et al.,
2019). No entanto, essa estratégia ndo tem sido utilizada nas UDG de machos suinos.

O objetivo deste trabalho foi analisar o uso de solucao fisioldgica para lavagem do canal
prepucial de machos suinos durante a higienizacdo pré-coleta e seu efeito sobre a carga
bacteriana do ejaculado puro, das doses diluidas e armazenadas.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Materiais e Métodos

Os procedimentos propostos foram aprovados a partir da aprovagio do Comité de Etica
e Uso de Animais do Instituto Federal Catarinense (CEUA) sob protocolo nimero 382/2021.
O estudo foi realizado em uma UDG situada na regido Sul do Brasil.

Os reprodutores foram alojados sob as mesmas condi¢des de ambiéncia, arragcoamento €
dgua. Foram 201 ejaculados provenientes de 144 machos da mesma linhagem genética com
idade entre 8 e 17 meses. Foram formados dois grupos: Controle Sem lavado (n=81
ejaculados): machos que durante o processo de higienizagdo pré-coleta passaram pelo
processo de limpeza a seco do Ostio e regido externa do prepucio através do uso de papel
toalha descartdvel (Anexo A).; e Com Lavado (n=120 ejaculados): machos que apds a
limpeza a seco, conforme descrito no grupo Sem Lavado, foi realizada lavagem do diverticulo
e canal prepucial com 120 mL de soluc¢ao fisioldgica a 0,9% de cloreto de sédio. Para isso foi
utilizada uma bainha de inseminagdo artificial. Os primeiros 60 mL foram injetados
diretamente no diverticulo prepucial e 60 mL na extensdo do canal prepucial. Em seguida foi
realizado o esgotamento de do preplcio para retirada da solucdo fisioldgica, seguido de
secagem com papel toalha.

ApoOs a higienizacdo, os machos foram transferidos para o manequim de coleta do
ejaculado. A coleta foi realizada através do método da mao enluvada e fixagdo do pénis em
manequim semiautomatico. Os primeiros jatos da fragdo pré-espermatica foram armazenados
em um tubo estéril tipo Falcon de 15 mL. A fragdo rica em espermatozoides foi armazenada
em uma bolsa plastica e posteriormente transferida para um tubo estéril tipo Falcon de 15 mL.
Em seguida as demais fragdes do ejaculado foram coletadas em uma bolsa de coleta US Bag®
sendo filtradas as impurezas e a fracao gelatinosa. O envio do ejaculado para o laboratorio foi
através de um sistema pneumatico a vacuo. Ao chegar no laboratdrio foi retirada uma amostra
de 5 mL do ejaculado puro com auxilio de uma pipeta de Pasteur plastica estéril e desprezado
o volume em um tubo tipo Falcon de 15 mL, sendo esse material mantido sob refrigeragao
entre 2 ¢ 5 °C por um periodo de 24 h até a avaliacdo de mesoéfilos aerdbios em laboratério
externo. Em seguida, as amostras de ejaculado puro foram avaliadas quanto a qualidade
seminal e uma amostra de dose diluida foi retirada e mantida sob refrigeragao em temperatura
de 15 e 18 °C por um periodo de 120 h, até a avaliagdo de mesodfilos aerdbios e qualidade
seminal.

O volume do ejaculado foi mensurado através de balanca. As andlises de concentracao,
defeitos espermaticos (gota citoplasmatica proximal, gota citoplasmatica distal e cauda



dobrada), além da motilidade total e progressiva foram avaliadas utilizando-se um sistema
Computer Assisted Sperm Analysis (CASA, AndroVision® V 0.26; Minitube, Tiefenbach,
Alemanha).

Os ejaculados aprovados de acordo com os parametros de qualidade estabelecidos
(Tabela 1) foram diluidos, envasados com maquina automatica em flextubo de 80 mL e
refrigerados a 15 - 18 °C até 5 d. A avaliacdo da motilidade das doses produzidas foi realizada
através do sistema CASA apds 120 h da coleta. Para as andlises de motilidade total e
progressiva as amostras foram pré-aquecidas a 37 °C por 12 min em placa especifica.

Tabela 1. Parametros espermaticos para aprovacao do ejaculado puro de machos suinos.

Pardmetro espermatico Valor
Total espermatozoides no ejaculado, bilhdes >15,0
Motilidade total, % >80,0
Total defeitos morfologicos', % <25,0
Aglutinacdo por campo, n <4

!Considerando defeitos de gota citoplasmatica proximal, distal e cauda dobrada.

Foi realizada andlise de mesofilos aerobios totais da fracdo pré-espermatica, ejaculado
puro e doses diluidas. O nimero total de bactérias foi determinado através de diluigdes (1-7
log,,) para cada amostra. Apos a diluigdo foi repicado 1 mL em pacas de 90 x 15mm e
adicionado 20 mL de &gar padrao para contagem (PCA: Plate Count Agar). As placas foram
incubadas a 37 °C em aerobiose e apds 24 h foi realizada a contagem de coldnias
(STOJANOV et al., 2020).

Os dados foram analisados utilizando MedCalc® Statistical Software version 22.007,
considerando significancia ao nivel de P<0,05. As varidveis utilizadas foram analisadas
primeiramente pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi utilizado de Tukey-Kramer
como pos-teste. Os resultados obtidos, de todas as anélises, foram descritos como as médias +
erro padrao da média ou percentual, de acordo com o tipo de variavel.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foi constatado o efeito da lavagem prepucial na diminuicao da
contamina¢do bacteriana no ejaculado puro em comparagdo com 0 grupo que passou apenas
pelo processo de limpeza a seco.

Nao houve diferenca (P>0,05) entre as idades dos machos doadores de sémen dos
grupos com e sem lavado (373 += 6,4 vs 389 £ 9,88 d, respectivamente). Na andlise de
motilidade total e progressiva das amostras de ejaculado puro e doses diluidas armazenadas
até 120 horas (Tabela 1) ndo foi encontrado diferenca (P>0,05) entre o grupo com e sem
lavado prepucial.

Tabela 1. Motilidade total e progressiva dos ejaculados de machos suinos e de doses as 120 h
de acordo com os tratamentos.

Parametro Com Lavado* Sem Lavado EPM** Valor de P
Ejaculados, n 120 81 - -
Motilidade total ejaculado puro,

% 89,7 90,7 035 0,07
Motilidade progressiva
ejaculado puro, % 86,2 87,6 0,48 0,06
Motilidade total dose 120 h, % 86,2 86,3 0,59 0,72
Motilidade progressiva dose 120
h, % 82.4 81.5 0,71 0,69

*Lavagem do diverticulo e canal prepucial com 120 mL de solugéo fisiologica a 0,9% de cloreto de
s6dio LBS®
** EPM: Erro padrao da média.



Os resultados encontrados neste estudo foram inferiores aos encontrados por Schulze et
al. (2015) que verificaram intervalos entre 10* ¢ 10° UFC/mL e por Ciornei et al. (2021) que
descreveram resultados de 82 + 0,149 x 10° comumente encontrados em amostras de
ejaculado. Também ficou abaixo do valor recomendado por Maroto Martin et al. (2010) de 3,5
x 10°, cujo valor sugerido como limite para contaminagdo do ejaculado puro sem que ocorra
danos as células espermaticas. Os resultados de crescimento bacteriano (UFC/mL) das
amostras de ejaculado puro (Tabela 2) apresentaram diferenca (P<0,05). No entanto a
UFC/mL para doses diluidas e armazenadas até 120 h apos o envase ndo foi observado
diferenga (P>0,05) entre os grupos com lavado e sem lavado prepucial.

Tabela 2. Nivel de contaminagao por UFC/ml de acordo com o tipo de material colhido das
amostras com lavado e sem lavado prepucial, Log;,.

Parametro Com Lavado* Sem Lavado EPM** Valor de P
Ejaculados, n 120 81 - -
xj?g’l?iade total ejacul%do 0.7 %07 0.35 0.07
1;;[:;3{;1;3 ;uro, % prosTEE 86,2 87,6 0,48 0,06
%otflfdade total dos.e 120 h, %62 %2 0.59 0.72
g%tﬁjcizde progressiva dose .4 613 0.71 0.69

»* etras diferentes sobrescritas nas linhas representam diferenga entre os grupos(P<0,05).
* Lavagem do diverticulo e canal prepucial com 120 mL de solugdo fisiologica a 0,9% de cloreto de
s6dio LBS®. ** EPM: Erro padrio da média.

O uso de solugao fisiologica para lavagem do canal prepucial € frequente em centrais de
touros (ROMANO et al., 2022). O uso de solugdo salina a 0,85 % de cloreto de sodio para
lavagem prepucial em touros melhorou a qualidade do ejaculado e diminui a carga bacteriana
do mesmo, ainda que os resultados de contagem bacteriana (UFC/mL) tenham sido superiores
aos observados nesse estudo (MEENA et al., 2015).

A combinacdo de associacdes antimicrobianas também foi sugerida por outros autores
como forma de reducdo exponencial da microbiota prepucial (PARAY et al., 2018), sendo
relatado reducdes na carga bacteriana do ejaculado puro em até 77 % (PRASAD;
PACHAURI, 1985). Porém, o uso de substincias antimicrobianas pode favorecer ao
aparecimento de cepas multirresistentes (SCHULZE et al., 2016), sendo possivel observar até
85 % de resisténcia ao wuso de antimicrobianos das familias dos p-lactamicos,
aminoglicosideos, polipeptidicos e macrolideos (SCHULZE et al., 2015), os quais sdo
comumente usados na saude humana.

De acordo com Goldberg et al., (2013) o liquido prepucial foi o fator de maior risco
para a contaminagdo bacteriana em amostras de ejaculado puro. Ja Paschoal et al., (2021)
sugeriram que a maior presenca de sujidades na regido ventral do abdémen do macho e o
contato do prepucio com a superficie contaminada do manequim apds seguidas coletas
favorece a contaminagdo do ejaculado. Os resultados de nosso estudo corroboram com os
encontrados por Dias et al., (2000), que observaram menor UFC nos animais que foram
lavados com dgua e sabdo 2 dias antes da coleta em comparacdo aqueles cujo intervalo até a
coleta foide 5a 7.

O antibidtico no diluente foi eficiente e restringiu o crescimento microbiologico,
consequentemente nao houve diferenca na contaminacdo bacteriana das doses diluidas e
armazenadas até 120 h. Apesar da maior contaminag@o do ejaculado puro no grupo controle a
motilidade nao foi impactada. Esse fato pode ser explicado pelo pequeno tempo de interagdao
entre os espermatozoides e as bactérias (UBEDA et al., 2013), ndo permitindo crescimento
exponencial ao ponto de causar queda na qualidade do ejaculado entre os grupos. Estudos
mostraram que a motilidade das doses armazenadas a 16°C foi afetada a partir do quarto dia



de armazenamento quando a contagem bacteriana estava acima de 1,4 x 10* UFC/mL
(ALTHOUSE et al., 2000; BUSSALLEU et al., 2011). Como neste estudo nao houve
diferenca entre os grupos avaliados no crescimento bacteriano ao longo dos dias de
armazenamento das doses diluidas, a motilidade decorrente também nao foi impactada.
Independentemente do tipo de tratamento utilizado ha diferenca (P<0,05) no pardmetro
de UFC/mL comparando a fragdo pré-espermatica e o restante do ejaculado (Tabela 3). Além
disso, houve uma correlagdo positiva (r = 0,49; P=0,0005) entre a contaminagdo bacteriana
(UFC/mL) da fragdo pré-espermatica e do ejaculado puro.
Tabela 3. Contaminagdo bacteriana de acordo com a fragdo do ejaculado colhida de machos
suinos.

Fracdo do Ejaculado

a %

Parametro Pré-espermatica Ejaculado Puro EPM Valor P
N 47 201

UFC/mL, Log,, 2,85¢ 2,02° 0,12 <0,0001

b Letras diferentes sobrescritas nas linhas representam diferenga entre os grupos (P<0,05).
*EPM: Erro padrdo da média.

A fragdo pré-espermatica do ejaculado apresentou maior contaminagdo, assim como
uma correlacao positiva (r = 0,49; P=0,0005) em relacdo ao ejaculado puro. O volume desta
fragdo ¢ pequeno, representando menos de 10 % do volume total do ejaculado (EL-HAJJ
GHAOUI et al., 2004), contendo principalmente secrecao das glandulas anexas, e tem como
principal fun¢do a limpeza da uretra (EL-HAJJ GHAOUI et al., 2004). Além disso possui
restos celulares, urina e esmegma (RODRiGUEZ-MARTiNEZ et al., 2009), sendo, portanto,
considerada a fracdo com maior contagem bacteriana e baixa contagem de células
espermaticas (DZIEKONSKA et al., 2017; GARCIA et al., 2009).

Dias et al., (2000) verificaram que a carga bacteriana foi em média 38,5 vezes menor no
grupo de animais cujas coletas tiveram os primeiros jatos descartados em comparagdo ao
ejaculado total. Os achados corroboram ainda com os encontrados por outros autores que
verificaram uma carga bacterina maior na fragao pré-espermatica em comparacao a fracao rica
em espermatozoides (GALL; WILSON; ALTHOUSE, 1988). Assim, procedimentos que
auxiliam na redugdo da contaminag¢do bacteriana dos ejaculados podem ser destacados:
eliminagdo da fra¢do pré-espermatica (COLENBRANDER; FEITSMA; GROOTEN, 1993),
protocolos estabelecidos de higiene na coleta (GOLDBERG et al., 2017), processamento do
ejaculado (SCHULZE; JUNG; HENSEL, 2022) e manejo das doses durante a inseminagao
artificial (NITSCHE-MELKUS et al., 2020).

3 CONCLUSAO
O descarte da fracdo pré-espermatica do ejaculado € necessario devido a maior
contagem bacteriana. A lavagem do canal prepucial do macho suino reduz a contaminagao
bacteriano do ejaculado puro.
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ANEXO A — Procedimentos realizados na sala de coleta

Procedimentos realizados na sala de coleta Procedimentos realizados no laboratério
. Passo 1: Passo 3: DO: Ejaculado D1: Dose D5: Dose
=/ Esgotamento do Coleta da porcio Amos.t.ras para Amo;tras para Amos.t.ras para
E preplicio pré-espermatica motilidadee motilidade e motilidadee
= bacteriologia bacteriologia bacteriologia
g 1 | | |
© | I
g Passo 2: Passo 4:
5 Limpeza a seco com papel Coleta do
) toalha do dstio e regido ejaculado puro

externa do prepcio

Passo 1: Passo 3: Passo 5: Passo 7: DO: Ejaculado D1: Dose D5: Dose
Esgotamento do Lavagem do Remogdo do NaCl Coleta da por¢ao Amostraspara Amostras para Amostras para
9 preplcio diverticulocomNadl  do diverticuloe pré-espermatica motilidadee  motilidadee  motilidadee
g (60 ml) canal prepucial bacteriologia  bacteriologia bacteriologia
8 | | | |
E I T [ I
8 ‘ Passo 2: Passo 4: ‘ Passo 6: Passo 8:
Limpezaasecocom  |avagemdocanal  Limpezaasecocom Coleta do
papel toalhado éstio e prepucial com NaCl Papel toalhado éstio e ejaculado
regido ext’erna do (60ml) regido ext'erna do puro
prepucio prepucio

Procedimentos realizados durante a higienizacdo pré e pds-coleta dos ejaculados de machos
suinos de acordo com o tratamento.



