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ANALISE MICROBIOLOGICA DE SEMEN CAPRINO
POS - DESCONGELAMENTO!

Léren Andrade Silva?, Ronaldo Oliveira Silveira?, André Berigo Cardoso?,
Giancarlo Magalhaes dos Santos®, Adriano Franga Cunha*

Resumo: O estudo microbioldgico do sémen é de fundamental importincia
para garantir a reprodugdo e a qualidade dos produtos. A contaminagdo pode
levar a falhas reprodutivas nos reprodutores e matrizes do rebanho caprino. Este
estudo permitird identificar as bactérias contaminantes do sémen caprino apos
seu descongelamento e cultivo em dgar sangue em estufa a 37°C por 48 horas,
preservagdo em caldo BHI e glicerina, coloragdo de gram, e provas bioquimicas.

Palavras-chave: Bactérias, contaminagdo, reprodugdo.
Introducio

De acordo com a concentragdo bacteriana existente em um ejaculado,
os espermatozdides podem sofrer alteragdes morfoldgicas e/ou funcionais,
e as fémeas podem cursar com doengas severas no trato reprodutivo. Sendo
a coleta de sémen para inseminacédo artificial um procedimento nao estéril,
se torna constante a presen¢a de diversos géneros bacterianos no ejaculado
(YANIZ et al., 2010).

Além do exame clinico, é recomendada a anélise microbioldgica do sémen,
permitindo assim a prevenc¢do de doencgas e melhora no indice reprodutivo,
pois mesmo reprodutores que possuam bactérias patogénicas no sémen podem
ser assintomaticos (COELHO, 1976). E de fundamental importancia em um
rebanho caprino, para garantir ou aumentar sua capacidade reprodutiva,
a realizacdo da andlise microbioldgica do sémen, visando a identificagao de
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microrganismos patogénicos que possam interferir na qualidade do ejaculado
(SOUZA et al., 2006).

O objetivo desse estudo ¢é identificar as bactérias presentes no sémen
caprino que ainda possua viabilidade apds criopreservacao e descongelamento
do mesmo.

Material e Métodos

O experimento teve inicio em mar¢o de 2013, com o preparo e manejo
dos animais para coleta de sémen pelo método de vagina artificial de modelo
curto, aquecida com agua a 40-42°C. Foram realizadas coletas intercaladas,
com intervalo de 48 horas para cada reprodutor, sendo o sémen coletado de
quatro machos caprinos das ragas Saanen (2) e Parda Alpina (2), com idade
entre 1 e 3 anos. Os reprodutores utilizados pertencem ao rebanho caprino
do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa - Minas
Gerais.

As coletas de sémen foram realizadas no periodo de 20 de maio a 03
de junho de 2013, intercaladas por 48 horas, alterando-se os bodes, um
macho Saanen e um Pardo Alpino em cada dia de coleta, até se obter seis (6)
ejaculados por animal, totalizando vinte e quatro (24) amostras. Estas foram
acondicionados em banho-maria a 37°C, assim como os materiais utilizados,
que foram mantidos em placa aquecedora de mesma temperatura para
realiza¢ao das analises macro e microscdpicas. A determinagiao do volume do
ejaculado, cor, turbilhonamento, motilidade, vigor, concentragdo e morfologia
foram realizadas observando-se o estipulado pelo CBRA (1998). Por esses
padroes também foi conduzido o teste hiposmatico das amostras, com atengdo
a funcionalidade da membrana espermatica.

Apds avaliagdo fisica, coletou-se 100pL de cada amostra sem adigao de
qualquer diluente e estas foram acondicionadas em tubos tipo Eppendorf
autoclavados e refrigeradas. Em seguida, cada amostra de sémen foi diluida
em trés diferentes meios conforme descrito no Projeto de Iniciagao Cientifica
Viabilidade do Sémen Caprino Congelado com Diluente a Base de Gema de
Ovo de Codorna (Coturnix coturnix japonica) de Ronaldo Oliveira Silveira
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(2012). E entdo, coletou-se outra fragdo de 100pL de cada amostra ja diluida,
que também foram acondicionadas em tubos tipo Eppendorf autoclavado, de
2mlL, e refrigeradas. O volume restante de cada amostra ja diluida foi envasado
em palhetas de 0,25 mL na concentracdo de 50 milhdes de sptz/mL, com a
identificagao de cada reprodutor e tratamento utilizados, e congelado em
nitrogénio liquido (-196°C).

Para analise microbioldgica, as amostras de sémen (refrigeradas e
congeladas) foram acondicionadas em banho-maria a 37°C por 30 segundos
e secas com papel toalha. Cada amostra de 100pL foi diluida em 9,9 mL de
solugdo salina estéril a 0,9% nas propor¢oes 1/10, 1/100 e 1/1000 (sémen/
solu¢do) e em seguida 100pL de cadadilui¢ao foi transferida para placa de Petri
e cultivadas em dgar sangue ovino 5% e incubadas em aerobiose a 37°C por 48
horas. Apoés cultivo, as placas com crescimento bacteriano foram analisadas
e foram feitas as anota¢des morfotintoriais das colonias formadas em cada
amostra e coleta de isolamento para cultivo em solugdo BHI estéril por 48
horas, a 37°C em aerobiose. Este procedimento foi realizado para se permitir
a preservagdo e avaliacdo das coldnias posteriormente. Apds o cultivo em
solugdo BHI estéril, as colonias foram coletadas e acondicionadas em tubos
tipo Eppendorf autoclavado, de 2mL, com glicerina estéril, na proporgao
700uL/300uL (solu¢ao BHI + colonia/glicerina). Os tubos foram colocados
em caixas de polipropileno com divisérias internas (9x9), com capacidade
para 81 tubos de 1,5 a 2,2mL, prdprias para criopreservagio. As mesmas foram
etiquetadas para identificagdo e congeladas a -20°C. Posteriormente se fard a
coloragdo em técnica de Gram e as bactérias submetidas a provas bioquimicas
para identificagdo.

Uma vez descongeladas e identificadas, deverao ser analisadas as culturas
em um delineamento inteiramente casual. Todas as analises serdo feitas em
triplicata. Quanto a analise estatistica, esta deverd ser realizada sob a analise de
variancia para determinar a possivel significincia do tratamento. Caso ocorra
efeito, sera aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade para
se comparar as médias. Uma vez coletado os dados, estes serdo registrados
no software excel e, logo apds, analisados por meio do Sistema Para Analise
Estatistica , versao 9.1 (SAEG, 2007).
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Resultados e Discussio

O estudo ainda nao foi concluido. Até o presente momento o que se pode
dizer esta baseado nas analises morfoldgicas das colonias encontradas, sendo
em sua maioria coccus e bacillus, o que corrobora os estudos realizados por
Coelho (1976); Rodrigues et al. (1999); Souza et al. (2006).

Conclusoes

Mesmo sem identificacdo das bactérias, a formacdo de inimeras coldnias
indica que a microbiologia do sémen ¢é variada e estas bactérias podem levar ao
desequilibrio reprodutivo tanto em machos quanto em fémeas.
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