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MOTILIDADE ESPERMATICA E INTEGRIDADE ACROSSOMAL EM
DOSES DE SEMEN SUINO REFRIGERADAS E INOCULADAS
COM ESCHERICHIA COLI E STAPHYLOCOCCUS AUREUS

SPERM MOTILITY AND ACROSSOMAL INTEGRITY IN LIQUID BOAR SEMEN DOSIS
INOCULATED WITH ESCHERICHIA COLI AND STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Paulo Eduardo Bennemanh Fernando Pandolfo Bortolozzb
lvo Wentz® Marisa Ribeiro de Itapema Cardosd

RESUMO

Foram utilizados 12 ejaculados, coletados de ma-
neira asséptica, distribuidos em sete tratamentos, sendo um grupo
controle e os demais inoculados com trés diferentes concentra-
¢Bes deS. aureusou E. coli (5 x 16, 5 x 16 e 5 x 10 UFC/ml).
Durante 96 horas, foram avaliados a matidde espermética, o
percentual de acrossomas intactos (NAR), o pH e o nimero de
unidades formadoras de coldnia (UFC/ml) das bactérias inocula-
das. O desenvolvimento bacteriano foi decrescente ao longo das
96 horas de armazenamento. Com exce¢do do tratamento com a
inoculacéo de 5 x TOJFC deE. coliiml, nfo foi observado efeito
significativo das bactérias sobre a matdide espermatica
(p>0,05). Da mesma forma, ndo houve efeito ifiativo
(p>0,05) doS. aureusou daE. coli sobre o percentual de NAR e
pH nas 96 horas. Quando comparado ao controle, somente a
inoculacéo de 5 x TQJFC/mI deE. coli diferiu, as 96 horas, em
relagdo ao percentual de NAR s(p05). Nao foi observada
correlagdo entre as variaveis motiide, NAR, pH e UFC.

Palavras-chave:sémen, acrossom&scherichia colj Staphylo-
coccus aureus.

SUMMARY

Twelve ejaculates were collected in the most aseptic
manner and distributed in seven treatments (control group T1).
Semen were inoculated with aureus(T2, T3 e T4)r E. coli
(T5, T6 e T7) in three concentrations (5 X,1x 16 and 5 x 10
CFUI/mI). The sperm motility, the percentage of normal apical
range (NAR), the pH and the number of colony unit former
(CFU/ml) of bacteria, for 96 hours, were evaluated. The bacterial
development was decreasing during the first 96 hours. Except for
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the treatment with the inoculation of 5 x”10FU of E. coli/ml,
there was no significant effect of the bacteria on the sperm
motility (p>0.05). Also, there was no significant effect (p>0.05) of
theS. aureusor E. coli on the percent of NAR and the pH during
the 96 hours. When compared to the control group, only the
inoculation of 5 x 10CFU/mI of E. coli differed at the 9ours

in relation to the percentage of NAR (p<0.05). There was no
correlation among the sperm motility, NAR, ahld CFU.

Key words: semen, acrosomé&scherichia colj Staphylococcus
aureus.

INTRODUCAO

Vérios autores tém demonstrado que ente-
robactérias, como por exempdoEscherichia coli
(E. coli), e algumas bactérias Gram positivas, como
Streptococcus sp.afetam de forma significativa a
qualidade espermética, principalmente no que se
refere a motilidade (RIDEOUTet al, 1982;
AUROUKX et al, 1991; DIEMEREet al, 1996). Isso
pode ocorrer pela agdo de toxinas bacterianas
(SONE et al, 1982), alteracdo do pH, competicao
pelo mesmo substrato (RIDEOUSt al, 1982) ou
pela acdo direta, levando a defeitos estruturais na
membrana da célula espermética (DIEMERal,
1996). No entanto, dados relacionados ao efeito da
contaminacdo bacteriana sobre a integridade acros-
somal sdo muito escassos. Segundo WOELDERS
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(1991), o acrossoma é parte fundamental nos proces-da cor e do odor. Ao exame microscopico, foram
sos de fertilizacdo, e qualquer alteragdo presente avaliados a motilidade espermética, estimada, de
pode inibir a capacidade fecundante do espermato- forma subjetiva, através do percentual de células
zéide. moveis; a concentracdo espermatica, por contagem

De acordo com DIEMERt al. (1996) e dos espermatozoides em camara hemocitométrica e
AUROUX et al. (1991), aE. coli apresenta um a morfologia espermatica. Uma aliquota deul @
efeito direto sobre a motilidade progressiva da célula semeada em Agar-sangue para o controle da micro-
espermatica, no entanto, esse efeito € dependente debiota presente no sémannatura As placas foram
concentragdo bacteriana. DEL POR&Eal. (1975) incubadas a 37°C por até 4 dias e avaliadas diaria-
observaram que a concentracdo deE.Ccoliml de mente quanto ao crescimento bacteriano. O sémen,
sémen causava uma gueda significativa na motilida- apés a coleta, foi mantido em banho-maria a 30-
de espermatica. Contraditoriamente, EDMONDSON 32°C até o momento da sua diluicdo. Foram diluidos
et al. (1948) nédo encontraram qualquer correlacdo os ejaculados que apresentaram no minimo 70% de
entre o nimero de bactérias presentes no sémenmotilidade. O diluente utilizado foi o BTS (Beltsvi-
bovino e o periodo de tempo que este apresentavalle Thawing Solution) sem a adi¢éo de antimicrobia-
células moveis. No entanto, observaram que fatores no. Apds a avaliagdo microscépica, calculo da con-
de patogenicidade bacteriana, como capacidade centracdo espermatica e do nimero de doses insemi-
hemolitica, estavam relacionados a uma menor ma- nantes (DI) a serem preparadas, foi procedida a
nutencdo da motilidade espermaética. diluicdo em uma proveta pré-aquecida &C3%mcres-

O objetivo deste experimento foi verificar  centando-se, lentamente, o diluente ao sémen
o efeito doStaphylococcus aureus daEscherichia (WENTZ & BORTOLOZZO, 1998). Apo6s diluido,
coli hemolitica sobre a qualidade espermatica, com o sémen foi envasado em bisnagas plasticas de 100
énfase a motilidade espermatica e integridade acros- m|, préprias para esse fim, contendo 3x#8per-

somal. matozoéides e inoculados com diferentes concentra-
) cOes deE. colie S. aureus(5x10 UFC/ml, 5x16
MATERIAL E METODOS UFC/ml e 5x10 UFC/ml). Posteriormente, as Dls

foram armazenadas a 16%C7 durante 96 horas,
sendo movimentadas 2 vezes ao dia, para ressuspen-
séo das células espermaticas.

Para o in6culo bacteriano, foram selecio-
nadas uma amostra & coli € umade S. aureus
Nsoladas, anteriormente, de amostras de sémen
naturade suinos (BENNEMANN, 1998). As amos-
tras foram semeadas em caldo BHI (infuso de cére-
bro e coracao-Difco) e crescidas a 37°C por 18 ho-
ras. Apds a incubacao, foi feita a contagem das UFC
pelo método de espalhamento na superficie agar
sangue (Biobras) acrescido de 5% de sangue ovino.
Para cada diluicdo, foram semeadas placas em du-
plicata. O céalculo das UFC/ml foi realizado a partir

Como doadores de sémen, foram utiliza-
dos 4 machos suinos hibridos com idades entre 11 e
13 meses, dos quais foram analisados 3 ejaculados,
perfazendo um total de 12 amostras. Os animais
foram submetidos a duas coletas semanais de séme
sobre um manequim fixo. A metodologia empregada
na coleta foi a técnica de estimulacdo mecéanica do
pénis, com a méao enluvada (HANCOCK &
HOVEL, 1959). Apdés o macho saltar sobre o mane-
quim, foi realizada uma higieniza¢do a seco, com
auxilio de papel toalha estéril, da regido do Gstio
prepucial e, por pressdo manual, 0 esvaziamento dos
diverticulos prepuciais, retirando-se o excesso de
secrecdes acumuladas. Com a finalidade de minimi- el
zar a contaminacdo bacteriana do ejaculado, no & contagem nas diluicGes que apresentavam entre
momento da coleta foram desprezados os primeiros 20 e 200 col_onlas por plzj}ca. A cuI'Eura orlglna] em
5-10 ml de sémen (COLENBRANDER al, 1993), BHI foi mantida entre 4-8°C até o calculo~do nume-
sendo as fragdes seguintes coletadas em um copo'® d& UFC/ml de cada cultura, sendo entao, prepara-
coletor estéril, pré-aquecido a°@5 protegido em dos os indculos contendo aproximadamente 5x10
sua extremidade por gaze esterilizada para reter a5X1(fe 5x10 UFC_/mI. o )
fracdo gelatinosa do sémen. O ejaculado foi obtido Cada ejaculado foi dividido, aleatoria-
de tal forma que n&o houve contato com a luva de Mente, em 7 tratamentos: T1-controle, T2-8x10
coleta, fluindo diretamente do meato uretral para o UFC'S. aureus T3-5x10 UFC S. aureus T4-5x10
copo de coleta. Apés a coleta, o sémen foi encami- UFC S. aureus T5-5x1G UFC E. coli, T6-5x16
nhado imediatamente ao laboratério para avaliagio UFC E. coli e T7-5x10 UFCE. coli /ml de sémen.
macro e microscopica, bem como para o processa- Todas as Dls foram avaliadas diariamente quanto a
mento. motilidade espermatica até um periodo de 96 horas

No laboratério, o ejaculado foi identifica- de armazenamento, e a cada 48 horas (hora 0O, 48 e
do e submetido a uma avaliagéo do peso, do aspecto,96) foi avaliada a morfologia do acrossoma
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(PURSEL & JOHNSON, 1974) e a UFC Hecoli e

S aureus Paralelamente ao exame morfoldgico, foi
realizada a avaliacéo do pH, utilizando-se um poten-
cibmetro digital. Os dados foram submetidos & ana-
lise de variancia utilizando o procedimento “GLM”

e a analise de correlacao utilizando o procedimento
PROC CORR, ambos do pacote estatistico SAS
(1985).

RESULTADOS

Todos os ejaculados utilizados no expe-

A motilidade espermética foi influenciada
pelo tipo de bactéria inoculada (p<0,01). Os trata-
mentos inoculados cor8. aureus(T2, T3 e T4)
apresentaram uma maior motilidade espermética em
relagéio aos tratamentos inoculados @&neoli (T5,

T6 e T7), 78,191,65 e 73,191,26, respectivamente
(p<0,01). Da mesma forma que o tipo de bactéria, a
concentragdo dessas mostrou um efeito negativo
sobre a motilidade média observada nas 96 horas de
armazenamento. Ao se comparar a motilidade nas
diferentes concentracdes, avaliando as duas bactérias
inoculadas, observa-se que o efeito foi mais mar-

rimento apresentaram resultado negativo no exame cante nos tratamentos T4 e T7 (p=0,03), onde havia

bacterioldgico realizado no sémén natura Na
tabela 1, é demonstrado o comportament&.dzoli
e doS. aureusdurante o periodo de conservagdo. O

sido inoculado 5 x TOUFC/m| de sémen. Ja nos
tratamentos T2 e T5, e T3 e T6, onde o nimero de
UFC/ml inoculadas foi menor (5 x 1@ 5 x 16

desenvolvimento bacteriano foi decrescente ao longo UFC/ml de sémen, respectivamente), ndo foi obser-

das 96 horas. Em todos os tratamentos de T2 a T7,

pbde ser observada uma queda significativa do nu-
mero de UFC com o passar do tempo (p<0,05). Nos
tratamentos contend8. aureus(T2 a T4), essa

vado um efeito significativo sobre a motilidade es-
permética (p=0,08 e p=0,13, respectivamente).

A integridade de acrossoma néo foi afeta-
da pelo tipo de bactéria inoculad& @ureusou E.

gueda manteve um comportamento linear, enquanto coli), ao longo do tempo (p = 0,23). Na tabela 3, séo

nos tratamentos cord. coli (TS5 a T7), houve uma
gueda mais acentuada nas primeiras 48 horas.

apresentadas as médias do percentual de NAR
(acrossomas intactos) em cada tratamento até as 96

Na tabela 2, séo apresentadas as médias horas de avaliagdo. Durante esse periodo, ndo houve
de motilidade espermatica dos tratamentos T1 a T7 e diferenga no percentual de NAR entre os tratamentos
a comparagio entre os tratamentos em relacdo aosT2 a T6 em relagdo ao T1 (p>0,05). Somente o T7
diferentes tempos de avaliacdo. As diferencas dos apresentou diferenca significativa as 96 horas em
tratamentos T2 a T7 em relagdo ao T1 s6 foram relagdo ao T1 (p = 0,02). Se for considerado um
observadas a partir das 24 horas para o T7 (p<0,05), nivel minimo de significancia de 10%, o T7 difere
e a partir das 72 horas no T4 (p=0,07), T5 e T6 (p= de todos os demais tratamentos na hora 96.

0,05 e 0,02, respectivamente). O T2 e T3 nao diferi- O pH apresentou um comportamento de-
ram do T1 em nenhum momento (p>0,05), embora o crescente ao longo do tempo. Na hora 0, em todos os
T1 tenha sido sempre superior, aritmeticamente, a tratamentos, o valor foi 7,49,02, passando, em
todos os tratamentos em todos os periodos. média, a 7,420,14 nas primeiras 48 horas e, a
7,35t0,02 na hora 96. No T1, foi observada uma
gueda significativa de pH nas primeiras 48 horas
Tabela 1 - Médias do numero de UFC/ml nos tratamentos nas horgp=0,05), 0 que so6 foi evidenciado nos outros trata-
0, 48 e 96, apbs a inoculagao do sémen mentos apds esse periodo (p<0,01). N&o foi obser-
vado efeito do indculo sobre o valor de pH (p=0,71).

Na analise de correlagdes entre as varia-
veis motilidade espermética, percentual de NAR, pH
e UFC/ml, foi observada a existéncia de uma corre-
lagcdo de grau médio (r=0,48), positiva e significativa

UFC/ml média dos tratamentos

Tratamento N Tempo (horas)

0 48 96 - " L
entre o percentual médio de espermatozéides moveis
e o percentual médio de NAR. A correlagdo entre o
T1 12 0,00 0,00%* 0,00%* percentual médio de espermatozéides moveis e o
T2 12 33,78 19,58"2 9,58"2 . A ; ; L o
R Bac Abc numero médio de UFC/ml foi negativa e significati-
T3 12 280,83 160,42* 85,42 . .
T4 12 25008%% 1.62250P° 890835 va (p=0,01), embora tenha sido fraca (r=-0,15). Ja a
T5 12 53,78'? 3,33%2 0,00"? correlacdo entre o percentual médio de espermato-
T6 12 545007  47,50°°"  12,02"" z6ides méveis e o valor do pH foi negativa, fraca
T7 12 24411f% 211,258°P  36,25"¢

(p=0,21). A andlise de correlacdo entre percentual
de acrossomas normais e ndmero de UFC/ml foi
praticamente nula (r=-0,06), negativa e n&o signifi-
cativa. Quando o percentual de NAR foi correlaci-

A, B, C, D na coluna diferem para®05.
a, b, ¢ na linha diferem pare0,05.
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Tabela 2 - Motilidade espermatica média dos tratamentos T1 a T7 nas horas 0, 24, 48, 72 e 96, Neste experimento, con-
apos ainoculagao do semen. traditoriamente ao observado por

BENNEMANN (1998), que traba-
Motilidade média dos tratamentos (%) lhou com bactérias isoladas do
sémen suino diluido, o crescimento
foi decrescente ao longo do tempo.

Tempo (horas)

0 24 48 72 96 Segundo CHANS”_PA (1987), esse
fato poderia estar relacionado a
mudanca das bactérias para um

Tratamento n

T1 12 92,08  8458"3" g1 25°P 75,42°b¢ 68,33"°¢

T2 12 9208'"  8417°% gl25Abc  7417ACcd  g7oghd  Meio dlfgrente, 0 que dlfl_cultarla a
T3 12 9208 8458t g1e7A®  7125°Bc  g708*c  adaptacdo e o desenvolvimento das
T4 12 92,02: 80,41%°%  74,58°%%¢ 66,67°°°  6375"°  mesmas. Assim, é possivel que as
5 12 920 81,67 79,58 65,83 62,17 Ari : o
o 12 9208® 8203*°  7701°%%  6416°¢  60.00°E¢ bacterlas_ retiradas de um meio rico
7 12 9208  7291°° 70428  6292°¢ s5333*¢ (BHI) e inoculadas em um meio

pobre, no caso o diluente de sémen
BTS, tendo a glicose como princi-
pal nutriente, tivessem dificuldades
para se adaptar e crescer. No tra-
balho de BENNEMANN (1998), as
onado com o valor do pH, demonstrou uma corre- hactérias ja estavam adaptadas as condicdes de res-
lacdo fraca (r=-0,23), negativa e signicativa. J& 0 tricdo nutricional no diverticulo prepucial e no meio
valor de pH e nimero de UFC/ml demonstrou uma ambjente, n&o apresentando problemas de adaptacéo
correlacdo fraca (r=-0,10), negativa e nao significa- 50 serem transferidas para o diluente. Outra hip6tese
tiva. para o declinio do crescimento bacteriano seria um
~ possivel efeito antimicrobiano do plasma seminal
DISCUSSAO sobre algumas bactérias. SCHOLLW¥al. (1977),
avaliando o efeito do plasma seminal bovino e hu-
DIEMER et al. (1996), RIDEOUTet al. mano sobre diferentes bactérias Gram positivas e
(1982) e E,D.MONDSONE'[ a]. (1948) demonstra,ra_lm negativas, observaram que 17% das bactérias Gram
que, bactérias com&. coli, e algumas bactérias

- . I positivas e 18% das Gram negativas testadas eram
hemoliticas, Gram negativas ou positivas, afetavam sensiveis 4 acio do plasma seminal bovino e que
de forma significativa a qualidade espermatica, prin- nd Qm m P bactérias foram subm t'dq ’
cipalmente no que se refere a motilidade. Dados qr.lsta}sm;sesr?w?r?al r?jmgr?o aecstee Ir?zmoe; zgsavzlasfogo
relacionados ao efeito de bactérias e sua concentra-P 479% " ¢ ' A atividad pt' icrobi 0
o s a mgridade acrosoml s20 poeo pes 70 PSOSSLETETL L TN

uisados. > . o
q do plasma seminal, como a espermina, a espermidi-
na e a lisozima (SCHOLLUMt al, 1977). Entre-
Tabela 3 - Média do percentual de acrossomas inFactos (NAR) dos tanto, a espermina sO esta presente em altas concen-
tratamentos na hora 0, 48, e 96, apds a inoculagdo do sé- tragées (50_350 mg/ml) no sémen humano. sendo

A, B, C na coluna diferem paras,05.
a, b, ¢, d nalinha diferem para®,05.

men. gue nos animais domeésticos é aparentemente ausente
(STABENFELDT & EDQVIST, 1988).
NAR médio dos tratamentos (%) SCHOLLUM et al. (1977) também demonstraram
Tratamento N o Tempo (horas) que, no bovino, esse efeito ndo estava ligado a es-
permina ou & lisozima, mas a determinadas proteinas
termo-estaveis ainda desconhecidas. Os autores
T1 12 9950 8391"°  8225%° demonstraram que bactérias co®oaureuse E.
% ﬁ gg'ggia g;”’g;\sb gg’ggisb coli apresentavam sensibilidade ao plasma seminal.
T4 12 9950°%  8104°CP  80.08Bb No entanto, bactérias conRsoteus sp.Pseudomo-
TS5 12 99,50°® 83,17"° 81,12°8° nas sp, Streptococcu® algunsStaphylococcus sp.
T6 12 99158: 84,00 8129°°° que foram as bactérias sempre presentes nas Dis do
T 12995 81,04 7446 experimento de BENNEMANN (1998), apresenta-
ram resisténcia. A0 mesmo tempo, no experimento
A, B, C na coluna diferem para@,05. de BENNEMANN (1998) havia a interacdo de dife-
a, b na linha diferem par&@,05. rentes bactérias, o que pode ter mascarado um possi-
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vel efeito do plasma seminal que, eventualmente, na ou ao metabolismo espermatico, através da pro-
tenha se manifestado no presente experimento, ondeducdo e acumulo de &cido latico (SHELBY &
as contaminagbes das doses inseminantes foramFOLEY, 1966), uma vez que ndo houve diferenga
realizadas com culturas puras. Especula-se que odos tratamentos em relagéo ao T1. O fato do diluente
plasma seminal suino possua um efeito antimicrobi- utilizado (BTS) conter um tamp&o, mesmo que fra-
ano semelhante ao bovino, entretanto ha a necessi-co, possivelmente contribuiu para ocorrer apenas
dade de se comprovar tal teoria. uma pequena variacdo do pH entre os tratamentos.
No que se refere a motilidade espermati- A correlagdo entre pH e motilidade foi
ca, com excegdo do T7, foi semelhante entre os praticamente nula (r=-0,08), ou seja, o valor do pH
tratamentos. Houve um efeito significativo do tipo n&o influenciou, negativamente, a motilidade esper-
de bactéria inoculada sobre a motilidade espermatica matica. Segundo MUEHLEIS & LONG (1976),
(p=0,01). As DlIs inoculadas cog coli (TS a T7), variagbes de pH entre 6,7 e 9,8 ndo causam efeito
apresentaram uma menor motilidade em relagdo negativo significativo sobre a motilidade espermati-
aquelas inoculadas coB) aureus(T2 a T4). Segun- 3 Entretanto, oscilacdes acima de 9,8, sdo capazes

do DIEMERet al. (1996) e AUROUXet al. (1991), de reduzir a motilidade espermatica, porém, menos
a E. coli € capaz de afetar, de forma negativa, a 4, que em condicdes Acidas.

motilidade, sendo esse efeito, provavelmente, devido
a aderéncias da bactéria a membrana plasméatica do
espermatozoide, levando a defeitos estruturais do
mesmo que, possivelmente, estariam relacionados a
menor motilidade da célula espermatica.

A queda de motilidade foi observada,
principalmente, no T7 (5 x 1QJFC/ml). Por outro

CONCLUSOES

Nas condi¢cdes em que foi desenvolvido
este experimento, pode-se concluir que ha uma re-
ducdo significativa do namero de bactérias inocula-

lado, a concentracéo de 5 ¥ H coliml ndo afetou das ao Iongo das 96 horas dg armazenamento das
de forma significativa a motilidade espermatica doses de sémen. Somente.acoli, na concentracao
média se comparada ao tratamento controle. Essede 5 x 10 UFC/ml de sémen, afeta de forma signifi-
dado é contraditério ao de DEL PORTO (1975) que cativa, a motilidade espermatica, em relacdo ao
observou que concentragdes EleColi, a partir de controle. O percentual de NAR néo é afetado pelo
10° bactérias /ml, afetavam de forma significativa (p tipo e concentragdo bacteriana até as 48 horas de
< 0,05) a motilidade espermética. S6 foi observada armazenamento. No entanto, apés as 48 horés, a
diferenga do T6 em relagdo ao T1 as 72 horas (p = coli, na concentracdo de 5 x"10FC/ml, afeta de
0,02). No entanto, as 96 horas essa diferenga ja ndoforma significativa o percentual de NAR.

foi mais observada.

A integridade acrossomal, por sua vez,
néo foi influenciada pelo tipo de bactéria inoculada.
Apenas o T7, as 96 horas, apresentou diferenga AUROUX, M.R., JACQUES, L., MATHIEU, D.gt al. Is the
significativa em relagéo ao T1 (p:0,0l). Entretanto, sperm bact_grial rati_o a determinir_]g factor i_n impai_rmgnt of
entre os tratamentos T2 a T7. ndo foi observada sperm motility: na in-vitro study in man witRscherichia

. Lo coli. International Journal of Andrology, v.14, n.4, p.264-
qualquer diferenca significativa ao longo das 96 270, 1991.
horas (p>0,05). Como DIEMEE al. (1996) obser-
varam defeitos estruturais a membrana do esperma- BENNEMANN, P.E.  Avaliagdo de doses inseminantes
tozoide, causados pEr. coli, era esperado um maior produzidas em (?entrais dg inseminacao _artifigial de su'l'nos
percentual de acrossomas danificados. no sul do Brasil e o efeito da contaminagéo bacteriana
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