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Resumo. Diversas bactérias podem estar presentes no ejaculado de pequenos ruminantes, podendo
algumas ter efeito negativo sobre a sua qualidade. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a
presenca de microrganismos no sémen fresco de reprodutores caprinos e ovinos criados em Pernambuco,
Brasil. Foram utilizados vinte pequenos ruminantes (trés caprinos e dezessete ovinos), aparentemente
higidos, criados na mesorregido Metropolitana do Recife (Paulista e Recife) e participantes da Feira
Agropecuéria de Carpina, mesorregido da Mata Pernambucana, submetidos a exame clinico e androlégico
com colheita de sémen por eletroejaculacdoe pesquisa microbiologica e flngica. As amostras foram
encaminhadas para o Laboratério de Doencas Infecciosas (LDIC) do DMV/UFRPE para cultura, isolamento
e identificacdo dos agentes. Todos os machos apresentavam-se higidos e aprovados quanto aos
parametros avaliados no exame androldgico. Em 80% (16/20) das amostras (um caprino e quinze ovinos),
ocorreu o crescimento de ao menos um agente bacteriano e/ou fungicosendo os microrganismos isolados:
Candida sp. (n=5), Bacillus spp. (n=4), Cocobacilo gram negativo, Escherichia coli (20%), Klebisiella spp.
(n=3), Pseudomonas sp. e Citrobacter sp. (n=1). Em treze amostras ocorreu o isolamento de apenas um
microrganismo, em duas houve associacdo entre Cocobacilo gram negativo e Candida sp. e Bacillus spp. e
Candida sp. e uma isolamento com esses trés agentes. Os agentes isolados aparentemente fazem parte da
flora do trato reprodutivos dos machos, no entanto € preciso mais pesquisas para determinar seus reais
efeitos no trato reprodutor, a depender da espécie, cepa bacteriana, individuo e da carga microbiana
presente no organismo.
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Abstract. Several bacteria may be present in the ejaculate of small ruminants, some of which may have a
negative effect on its quality. Therefore, this work aimed to evaluate the presence of microorganisms in the
fresh semen of goat and sheep breeders raised in Pernambuco, Brazil. Twenty small ruminants were used
(three goats and seventeen sheep), apparently healthy, raised in the Metropolitan mesoregion of Recife
(Paulista and Recife) and participating in the Agricultural Fair of Carpina, Mata Pernambucana mesoregion,
submitted to clinical and andrological examination with semen collection. by electroejaculation and
microbiological and fungal research. The samples were sent to the Infectious Diseases Laboratory (LDIC) at
DMV/UFRPE for culture, isolation and identification of the agents. All males were healthy and approved
regarding the parameters assessed in the andrological examination. In 80% (16/20) of the samples (one
goat and fifteen sheep), there was growth of at least one bacterial and/or fungal agent, the microorganisms
being isolated: Candida sp. (n=5), Bacillus spp. (n=4), Gram-negative coccobacillus, Escherichia coli (20%),
Klebisiella spp. (n=3), Pseudomonas sp. and Citrobacter sp. (n=1). In thirteen samples, only one
microorganism was isolated, in two there was an association between gram-negative Cocobacillus and
Candida sp. and Bacillus spp. and Candida sp. and isolation with these three agents. The isolated agents
apparently are part of the flora of the male reproductive tract, however more research is needed to determine
their real effects on the reproductive tract, depending on the species, bacterial strain, individual and the

microbial load present in the organism.

Keywords: bacteria, Candida sp., Escherichia coli, andrological examination, fungus.

Introducéo
A utilizacdo de biotecnologias da
reproducéo contribui para alavancar o]

melhoramento genético através do incremento das
taxas de fertilidade, que est4d intimamente
relacionada com a producdo de espermatozoides
viaveis e em concentracdo satisfatéria (Cosentino et
al., 2022).

O exame clinico e androlégico é a forma
mais segura de atestar a aptiddo dos machos para a
reproducdo, sendo importante estar associados a
analises microbiolégicas do sémen para pesquisa
de possiveis agentes que possam comprometer 0s
indices de fertilidade do rebanho, uma vez que
diversos microrganismos ja foram isolados no
sémen de carneiros e bodes (Souza et al., 2006;
Rizzo, 2011, Fernandes et al., 2013, Bernardy et al.,
2022). As bactérias presentes no sémen podem ser
transmitidas tanto pela monta natural quanto pela
inseminacdo artificial e prejudicar a funcgéo
reprodutiva da fémea (Andrabi et al., 2001). Pode
ocorrer contaminagédo via sistema urinario, sendo as
infeccdes geniturinarias responsaveis por 15% dos
casos de infertilidade em machos (Pellati et al.,
2008).

Os agentes isolados em sémen de
pequenos ruminantes no Brasil, relatados na
literatura, foram; Acinetobacter spp., Bacillus spp.,
Brucellas ovis, Corynebacterium spp., Enterobacter
spp., Escherichia coli, Listeria spp., Klebsiela spp.,
Micoplasmas spp., Micrococcus spp., Salmonella
spp., Staphylococcus spp., Shigella  spp.,
Streptococcus spp. e Rodococcus spp. (Blobel et
al.,1972; Alves et al., 2004; Carvalho Junior et al.,
2010; Souza et al., 2006; Madeira, 2011; Rizzo,
2011, Bezerra et al., 2012; Gregory et al.,, 2012;
Celeghini et al., 2013; Fernandes et al., 2013). O
principal efeito negativo desses microrganismos na
gualidade seminal é a reducdo da motilidade
espermatica, afetando a funcdo acrossomal e
causando danos ultra estruturais (Diemer et al.,

2000), além de estarem envolvidos em quadros de
orquite, epididimite e vesiculites (Alves et al., 2004;
Gregory et al., 2012; Celeghini et al., 2013; Rizzo et
al, 2023). Devido a escassez de dados sobre a
microbiota do sémen de reprodutores caprinos e
ovinos, objetivou-se pesquisar as bactérias
presentes em amostras seminais de pequenos
ruminantes higidos.

Material e métodos
Selecéo dos animais

Foram selecionados, de forma aleatéria e
por conveniéncia, vinte pequenos ruminantes, trés
bodes e dezessete carneiros, em bom estado
nutricional, aparentemente saudaveis e
sexualmente maduros, com idade entre dois e cinco
anos. Os animais eram criados em uma propriedade
de Recife (n=3) e outra em Paulista (n=6),
mesorregido Metropolitana de Recife e os demais
(n=11) eram participantes da Feira Agropecuaria de
Carpina, mesorregido da Mata Pernambucana,
sendo criados em diversos municipios do estado
(Tabela 1). As racas dos ovinos eram Santa Inés
(n=12), Somalis (n=3), White Dorper (n=2) e dos
caprinos a Saanen (n=3).

Tabelal. Procedéncia dos pequenos ruminantes
utilizados para pesquisa de agentes em amostras
de sémen fresco, Pernambuco, 2023.

Procedéncia Espécie Total
Caprino  Qvino
Feira Agropecuéria, Carpina 1 10 11
Paulista - 6 6
Recife 2 1 3
Total 3 17 20

Exame fisico

Para identificar possiveis alteragdes clinicas
os animais foram submetidos ao exame fisico onde
foram avaliados os seguintes paradmetros: escore de
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condicdo corporal, aprumos, pelame, temperatura
retal, frequéncia cardiaca, respiratéria e ruminal,
turgor cutdneo, tempo de perfusdo capilar,
coloracdo de mucosas e tamanho dos linfonodos.
Para determinar possiveis altera¢cdes no aparelho
genital, os animais foram submetidos ao exame
fisico (inspecdo e palpacdo) dos corddes
espermaticos, testiculos, epididimos, escroto, pénis
com mensuracdo do perimetro escrotal com fita
métrica (Stockler et al., 2020; Bernardy et al., 2022;
Cosentino et al., 2022)

Colheita de amostras

Os materiais utilizados no momento da
colheita (funil e tubos) passaram por limpeza com
gliconato de clorexidina 2% degermante e
desinfetante a base de aménia quaternéria seguido
de esterilizacdo (Figura 1A). Para certificagcdo do
procedimento foi utilizado indicador quimico de
esterilizagdo Classe 5 da 2lbiological®. Os animais,
previamente a colheita, foram submetidos a
lavagem com agua e sabado do prepucio e toda
regido circunvizinha, tricotomia e outra limpeza do
prepucio com gliconato de clorexidina 2%, iodo
polvidine degermante e soro fisiologico, por fim, a
area foi seca utilizando gaze estéril.As amostras de
sémen foram colhidas através de eletroejaculador
com probe para pequenos ruminantes (Figura 1B).
Foi aliquotado, em tubos Falcon estéreis, 100uL do

ejaculado e transportados em caixa térmica
contendo baterias resfriadas para andlise
microbiolégica no Laboratério de Doencas

Infecciosas (LDIC) do Departamento de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Recife, Brasil.

Principios éticos
) Essa pesquisa foi aprovadapelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal

Rural de Pernambuco (CEUA/UFRPE) com registro
n° 7673130622.

Figura 1. Colheita de sémen para exame androlégico e
analise microbioldgica. (A) Material de colheita (funil e
tubos) esterilizados e embalados e (B) colheita seminal
por eletroejacula¢éo em carneiro da raga White Dorper.

Resultados e discusséo

Os animais avaliados apresentaram-se
higidos, sem alteragcbes morfoldégicas do sistema
reprodutor, como epididimites e/ou orquite. A
circunferéncia escrotal € um importante componente
da avaliacdo da capacidade reprodutiva e presenca
de infecgbes, sendo de facil realizagéo e associada
a qualidade seminal e producdo espermética, em
reprodutores clinicamente sadios. Os vinte machos
apresentaram espermograma com parametros de
animais aptos a reproducdo quanto a coloracéo, pH,
motilidade, vigor, turbilhonamento, concentracdo e
patologias (Bernardy et al, 2022; Cosentino et al.,
2022).

Em 80% (16/20) das amostras de sémen
colhidas observou-se crescimento bacteriano e/ou
fungico dos seguintes agentes: E. coli, Cocobacilo
gram-negativo, Klebisiella spp., Bacillus spp.,
Candida sp., Citrobacter sp. e Pseudomonas sp. e
em trés amostras associacdo entre bactérias e
Candida sp. (Tabela 2 e Figuras 2).

Tabela 2. Frequéncia absoluta e relativa de microrganismos isolados no sémen fresco de reprodutores

ovinos e caprinos, Pernambuco, 2023.

Microrganismos Ocorréncia Isolamento Unico Espécie

%(n) %(n) Caprino Ovino
Candida sp. 31,25 (5) 12,5 (2) - 2
Bacillus spp. 25 (4) 12,5 (2) - 2
Cocobacilo gram (-) 18,75 (3) 6,25 (1) - 1
E. coli 18,75 (3) 18,75 (3) - 3
Klebisiella spp. 18,75 (3) 18,75 (3) 1 2
Pseudomonas sp. 6,25 (1) 6,25 (1) - 1
Citrobacter sp. 6,25 (1) 6,25 (1) - 1
Total de isolamentos 20 81,25 (13) 1 12

Associacédo de isolados
Candida sp. + Cocobacilos gram (-) 6,25 (1) - 1
Candida sp. + Bacillus spp. 6,25 (1) - 1
Total dois organismos 12,5 (2) - 2
Candida sp. + Bacillus spp. + Cocobacilos gram (-) 6,25 (1) - 1
Total trés organismos 6,25 (1) - 1
Total amostras com isolamento 80 (16/20) 33,33 (1/3) 94,11 (16/17)
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Figura 2. Agentes isolados em amostras seminais de
carneiros e bodes. (A) Crescimento bacteriano em meio
Agar BHI e (B) meio Agar MacConkey. (C) Teste de
coloracdo de Gram, positivo para bactéria Gram positiva e
(D) Gram negativa.

Os microrganismos identificados mostraram
semelhangas com os relatados por Souza et al.
(2006), que ao investigarem a microbiota presente

no sémen fresco de caprinos, isolaram
Staphylococcus spp. e Bacillus spp., com
frequéncias de 72% e 64%, respectivamente.

Fernandes et al. (2013), identificaram diferentes
bactérias de acordo com o sistema de criagdo de
ovinos Santa Inés, onde os animais submetidos ao
confinamento apresentaram presenca
principalmente de Bacillus spp., enquanto nos
animais a pasto o Staphylococcus spp., com
diferenca significativa (p<0,05) no isolamento de E.
coli, Bacillus spp. e Listeria spp. no grupo confinado
guando comparado com o grupo a pasto. Em estudo
com sémen de reprodutores da raga Crioula
Lanada, os géneros Staphylococcus spp., Klebsiella
spp., Corynebacterium spp. e Bacillus spp., foram os
mais isolados (Madeira, 2011), assim como
observado nesse estudo.

Otter (2008), ao investigar a presenca de
bactérias em sémen de carneiros com suspeita de
infertilidade, identificou com maior frequéncia E. coli,
Staphylococcus spp. coagulase negativa, Bacillus
spp. e Proteus spp., sugerindo que essas bactérias
possam ser comensais do trato reprodutor ou
contaminantes, capazes de colonizar a mucosa
peniana, prepucial e possivelmente a uretra distal, ja
gue foram detectadas em propor¢cdes similares em
amostras de sémen com qualidade normal e
reduzida.

E. coli quando presente nos ejaculados,
normalmente, causa efeito inibitério na motilidade
das células espermaticas, bem como provoca
aglutinacdo e danos ultra estruturais na membrana,
com reducéo significativa na motilidade, velocidade
e viabilidade espermaticas (Yaniz et al., 2010; Tvrda
et al.,, 2022). Neste estudo, as bactérias E. coli

isoladas ndo promoveram alteracdes significativas
nos parametros avaliados do sémen, justificado,
uma vez que ha indicios que o efeito deletério da
bactéria no sémen ¢é concentragdo-dependente
(Althouse et al, 2000). Yéaniz et al. (2010)
identificaram as bactérias entéricas E. coli, Proteus
mirabilis e Enterobacter cloacae, e as ndo entéricas
S. epidermidis e S. aureus como as mais frequentes
em amostras de sémen de carneiros, associando a
E. coli e a E. cloacae com reducdo da qualidade
espermatica. No Brasil a E. coli ja foi descrita
causando, juntamente com o Corynebacterium spp.,
guadro de orquite, epididimite e vesiculites em ovino
(Rizzo et al, 2023), sendo recomendado a
investigacdo dessas enfermidades na presenca da
bactéria em isolados seminais.

Quanto a Candida sp., 0 agente presente
em mais amostras de sémen do estudo, ainda nao
se sabe seu real potencial em causar infertilidade
em ruminantes, no entanto avaliagdo in vitro, com
sémen humano, demonstrou o potencial do fungo
em causar reducdo da motilidade espermatica e
danos a membrana mitocondrial, acelerando os
mecanismos de apoptose (Burrello et al., 2009)

Assim, torna-se notoriamente desafiador
determinar a significAncia da presenca de
microrganismos no sémen e suas reais
conseqiéncias, uma vez que esses resultados
podem variar dependendo da espécie, individuo e
concentracio do agente em questdo. A
contaminagdo do ejaculado pode ter diversas
origens, incluindo o sistema urinario, com infeccdes
genitourinarias que causam infertilidade em machos
(Pellati et al., 2008), microrganismos presentes no
proprio sémen, bactérias encontradas na mucosa
peniana e prepucial, bem como durante os
processos de colheita, processamento e
armazenamento do sémen. Estas situacdes podem
ser atribuidas a préticas deficientes de higiene por
parte dos manipuladores ou ao uso inadequado dos
equipamentos (Amiridis; Cseh, 2012; Fernandes,
2013). Nesse estudo tentou-se minimizar 0s riscos
de contaminacdo externa, com esterilizagdo dos
materiais e limpeza da regido prepucial, no entanto
o0 processo de colheita por eletroejaculador
possibilita que bactérias presentes na regido
prepucial e abdominal possam contaminar a
amostra, principalmente no momento da contracdo
causada pelo estimulo elétrico, além da poeira
levantada com o contado dos cascos dos animais
no solo.

Apesar de nesse estudo néo ter sido isolada
nenhum agente bacteriano ja relatado no Brasil
causando problemas reprodutivos como; A. seminis
(Gregory et al.,, 2009; Santos et al.,, 2014), ja
isolado em Pernambuco (Bezerra et al., 2012), B.
ovis (Blobel et al,1972) Corynebacterium
pseudotuberculosis (Alves et al., 2004) e Salmonella
entérica sub-diarizonae (Celeghini et al., 2013) a
presenca das bactérias isoladas nos dezesseis
machos, a depender da carga e diversidade
bacteriana, podem afetar a qualidade seminal, uma
vez que podem desencadear processos
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inflamatorios, superproducédo de espécies reativas
de oxigénio e, assim, contribuir para alteracdes na
estrutura dos espermatozoides, comprometendo a
capacidade de fertilizacdo dos gametas masculinos
(Tvrda et al., 2022).

Em estudo realizado com sémen de
carneiros e bodes higidos no Iran, S. aureus,
Enterobactercloacae, P. mirabilis, S. epidermis e
E.coli representaram 97% dos isolados em
diferentes periodos e estagcbes do ano, sendo
indicativos de comp8em a flora bacteriana desses
animais (Khalid, 2024).

Nesse estudo ndo ocorreu o isolamento de
micoplasmas, uma vez que para a pesquisa desse
agente é necessario aliquotar a amostra de sémen
em meio de manutencéo e cultura especifico, sendo
um processo de isolamento laborioso, no entanto é
um agente a ser considerada nas pesquisas de
casos de infertilidade em pequenos ruminantes,
podendo causar reducdo da motilidade e balanite
(Gregory et al., 2012; Kalshingi et al., 2015), sendo
ja detectado em sémen fresco de reprodutores
ovinos (Santos et al.,, 2013) e isolado em sémen
congelado de bodes de Pernambuco (Alves et al.,
2013).

Concluséo

Conclui-se que é notoriamente dificil
determinar a origem dos microrganismos presentes
no sémen e seus reais efeitos no trato reprodutor
dos machos ovinos e caprinos, uma vez que pode
haver variacbes dependendo da espécie, da cepa
bacteriana, do individuo e da carga microbiana
presente no organismo.

Dada a escassez de informacdes sobre a
avaliagdo microbiolégica e os efeitos dos
microrganismos no sémen dos pequenos
ruminantes, é fundamental conduzir mais pesquisas
com a avaliacio de um nuUmero maior de
reprodutores para que 0s resultados sejam mais
fidedignos com a realidade dos machos da regiao.
Estas investigacdes sdo necessarias para preencher
a lacuna atual na literatura e para ajudar a identificar
a microbiota seminal. Além disso, elas podem
contribuir para a elaboracdo de medidas de controle
visando a reducdo da contaminacdo, com o intuito
de garantir rebanhos saudaveis, férteis e livres de
afeccoes.
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