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1. INTRODUÇÃO 
 

A inseminação artificial é a biotécnica mais utilizada comercialmente 
(MOUSTACAS et al., 2010), pois contribui com o ganho genético, além de evitar 
doenças transmitidas sexualmente (HUSSEIN et al., 2008). No entanto, para ter 
sucesso na utilização dessa biotécnica deve ser mantida a qualidade do sêmen. 
Essa qualidade é afetada pela contaminação bacteriana, portanto esse tipo de 
prejuízo é considerado um dos pontos críticos na produção de doses 
inseminantes (GOLDBERG et al., 2013). 

O método de armazenamento das palhetas produzidas é em nitrogênio 
líquido a uma temperatura de -196ºC. Entretanto, a maioria dos microorganismos 
possui a capacidade de sobreviver nessas condições, uma vez que o sêmen é 
acondicionado em meios com a capacidade de estabilizar as células espermáticas 
nessa temperatura, o que favorece a estabilização dos microorganismos 
conjuntamente (BIELANSKI, 2012). 

A contaminação das amostras seminais pode ser proveniente de infecções 
locais ou sistêmicas do macho doador de sêmen, assim como a introdução 
inadvertida de microorganismos durante a coleta, processamento ou 
armazenamento(BIELANSKI, 2007). Essa introdução pode estar relacionada com 
a contaminação da área da coleta, qualidade da água, contaminação de 
termômetros e pipetas (ALTHOUSE & LU, 2005), contaminação da vagina 
artificial, do diluente do sêmen, do nitrogênio líquido e frascos de armazenamento 
(THIBIER & GUERIN, 2000). 

Os microorganismos presentes no ejaculado podem produzir endotoxinas 
que podem danificar a capacidade de fertilização dos espermatozoides 
(BOUSSEAU et al., 1998). Além disso, podem diminuir a vida útil do ejaculado 
(YÁNIZ et al., 2010), através do enfraquecimento de sua motilidade, causando 
adesão e aglutinação celular (WOLF et al., 1993); e modificando sua morfologia, 
lesando peça intermediária, membrana plasmática e acrossoma (DIEMER et al., 
2000).  

Devido a esses fatores torna-se importante a implantação de programas de 
controle da qualidade como o sistema de Análise de Perigos e Pontos Críticos de 
Controle (APPCC), já utilizado nas indústrias alimentícia (Portaria N◦ 46, 1998), 
petroquímica e da aviação (WHO, N◦ 908, 2003). Esse sistema permite uma 
abordagem científica e sistemática de controle dos processos identificando e 
atuando sobre as etapas onde possam ocorrer perigos e situações críticas 
(Portaria N◦ 46, 1998). Logo, o mapeamento e o monitoramento de todas as 
etapas envolvidas no processamento do sêmen, através de programas como o 
APPCC, permitirão a sua correção, eliminação ou redução, o que favorecerá, ao 
final do processo, a obtenção de um produto de qualidade certificada. 
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O objetivo desse trabalho foi avaliar o resultado da implantação do Sistema 
de Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle (APPCC) em uma central de 
coleta e processamento de sêmen (CCPS) bovino. 

 
2. METODOLOGIA 

 
Realizou-se a coleta de material para quantificação microbiológica das 

etapas identificadas como potencialmente danosas para a qualidade do produto 
final. Para avaliar as possíveis fontes de contaminação para o sêmen, coletou-se 
amostra da vagina artificial (VA) e, em seguida, do sêmen puro (SP), sêmen 
resfriado (SR), sêmen envasado (SE), sêmen congelado/descongelado (SCD), 
diluente pré-diluição (DP), fração A do diluente (DA), fração B do diluente (DB) e 
do tubo flexível da máquina de envase (CAN). Essas amostras foram pré-
definidas a partir da realização de algumas coletas para ajuste do trabalho no 
laboratório, identificando-se uma variação na contaminação durante o 
processamento do sêmen. 
 Para coletar amostra da vagina artificial e do tubo flexível da máquina de 
envase realizou-se lavagem dos mesmos com 10 mL de água peptonada 
tamponada autoclavada recolhendo o lavado em um frasco estéril (amostra 100) 
para posterior semeadura em ágar para contagem (PCA). Do sêmen puro, sêmen 
envasado e sêmen congelado/descongelado foram coletados 0,4 mL de cada 
diluindo-se em 3,6 mL de água peptonada tamponada autoclavada (10-1) 
realizando-se diluições subseqüentes com 1 mL dessa diluição em 9 mL de água 
peptonada tamponada (10-2, 10-3, 10-4 e 10-5). As amostras do sêmen resfriado, 
do diluente pré-diluição, frações A e B do diluente foram utilizadas puras, sem 
diluição (100) sendo coletadas e armazenadas em microtubos de 2 mL 
previamente autoclavados para posterior semeadura.  
 Foram utilizadas 10 rotinas de coleta de sêmen para avaliação da 
contaminação microbiológica, todas as amostras foram semeadas em duplicata, 
utilizando-se 0,5 mL em cada placa com aproximadamente 15 mL de Agar para 
contagem. Após, as placas foram mantidas em estufa a 37°C por 72 horas. 
Passado esse tempo, realizou-se a contagem das placas com as diluições que 
possuíam entre 30 e 300 unidades formadoras de colônia (UFC) (OIE, 2001). 
Para o cálculo da contaminação somou-se a contagem das duas placas (UFC) 
chegando-se a um valor por mL multiplicando-se em seguida pela diluição que 
permitiu a realização da contagem. 
 A partir da análise dos resultados encontrados com a coleta das amostras 
foram sugeridas algumas padronizações do processo com o objetivo de diminuir a 
contaminação encontrada antes da implantação do APPCC. Após a incorporação 
das novas práticas no CCPS foram realizadas novas coletas das amostras, 
conforme descrito anteriormente, para a comparação dos resultados. 
 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A Tabela 1 sumariza os resultados obtidos em UFC/mL nas diferentes 
amostras coletadas no período de pré-implantação e pós-implantação do 
programa. 

 
 

  



 

Tabela 1: Contagem das UFC/mL dos diferentes locais de coleta antes da 
implantação e depois da implantação de um APPCC em um CCPS. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

A contaminação bacteriana diminuiu após a implantação do programa de 
APPCC na maioria dos locais selecionados para a coleta das amostras. Essa 
diminuição se deve às características do programa APPCC, que proporciona uma 
metodologia formal, estrutural, altamente específica, eficiente, com custo 
relativamente baixo e eficaz para identificar riscos físicos, químicos e biológicos 
(VILAR et al., 2012). 
 Após a primeira avaliação da contaminação do processamento de sêmen 
foi sugerida a substituição do tubo flexível da máquina de envase, posteriormente 
a sua utilização, por tubos novos. Analisando os resultados, pode-se perceber 
que essa prática, embora simples, gera resultados eficientes, já que na segunda 
coleta não houve crescimento bacteriano.  

A contaminação microbiológica apresentou valores superiores na avaliação 
da fração A e B do diluente. Consequentemente, ocorreu aumento na contagem 
do diluente P, por ser constituído pela união das frações A e B. A partir da diluição 
dos ejaculados com diluentes apresentando contaminação microbiológica, pôde-
se verificar o aumento das UFC do sêmen resfriado. A contaminação bacteriana 
dos diluentes de sêmen é o mais grave problema para a inseminação artificial 
(HUSSEIN et al., 2008), pois levam a contaminação das doses, diminuindo a vida 
útil e prejudicando a fertilidade (YÁNIZ et al., 2010). 

O aumento na contagem de UFC nos diluentes e sêmen resfriado foi 
identificado no decorrer do experimento e constatou-se que a causa desse 
aumento foi a ineficiência dos antibióticos utilizados na confecção desses meios. 
O uso prolongado de antimicrobianos pode ocasionar perda de seu potencial de 
ação devido ao desenvolvimento de resistência dos microrganismos presentes 
(JOHANSSON et al., 2004). Portanto, a troca de princípio ativo deve ser 
recomendada, além da avaliação periódica da eficiência dos antibióticos 
utilizados.  

 
4. CONCLUSÕES 

 
A implementação de um sistema APPCC em uma central de coleta e 

processamento de sêmen auxilia no controle das técnicas empregadas, 

Amostra Pré-implantação Pós-implantação 

Vagina artificial 81,1 ± 19,5a 19,5 ± 19,5b 

Sêmen Puro 41.809,0 ± 19.811,0a 9.828,9 ± 4.129,8b 

Diluente P 115,0 ± 59,5a 1.891,8 ± 849,9a  

Diluente A 55,9 ± 27,9a 2.439,4 ± 1.054,5a 

Diluente B 78,0 ± 58,7a  872,7 ± 652,2a 

Sêmen Resfriado 239,9 ± 107,6a 1.491,0 ± 516,7b 

Tubo flexível 2,5 x 106 ± 521.954,0a   0b 

Sêmen envasado 1,2 x 106 ± 659,1a 1.726,1 ± 458,4a 

Sêmen congelado 23.289,0 ± 4.114a 7.319,4 ± 3.454,7b 



 

permitindo uma avaliação mais precisa das etapas do processo e garantindo a 
maior qualidade das doses de sêmen produzidas. 
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