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INTRODUCCION

La historia de la industria de la produccion de semen de toro y la inseminacion
artificial (IA) de uso comercial se remonta a los afios 30 en Rusia. Sin embargo, el cre-
cimiento exponencial de la IA comenzo en los afios 40 motivado por la necesidad de
obtener un mejoramiento genético sustancial, asi como la prevencion y la eliminacion
de las enfermedades venéreas (Foote, 1996). La extracciéon de semen para su uso en
programas de IA ha sido practicada principalmente en sementales genéticamente su-
periores para mejorar la fertilidad en los rebafios y para salvar el obstaculo logistico
del transporte de animales (Den Daas, 1997).

El uso de la IA para el mejoramiento genético ha permitido optimizar los progra-
mas de cruzamiento a nivel mundial. Las companias de IA desarrollan sus propios pro-
gramas de cruzamiento seleccionando los toros superiores, lo cual ha permitido obtener
valores de cria fiables sobre caracteristicas que pueden ser medidas fielmente sobre el
desempeno de sus hijas. La edad en que un toro es admitido en los centros de produc-
cion de semen varia entre las 6 semanas y la edad adulta, pasando por diferentes esta-
dios en su vida; comienza como un toro en prueba, luego como un toro en periodo de es-
pera mientras obtiene su valor de cria y finalmente como un toro probado en produc-
cion. El periodo de prueba puede durar al menos 3 anos; dependiendo del desempeiio
de las hijas, un toro puede convertirse en un toro probado (de Ruigh et al., 2006).

En paises desarrollados, el uso de IA para prevenir y eliminar las enfermedades
venéreas determiné las condiciones de sanidad de los toros para poder entrar en un
centro de IA y para obtener los permisos con el fin de producir semen para comerciali-
zar. Las regulaciones y recomendaciones internacionales nos proveen de estindares
para la extraccion de semen en los toros, los cuales incluyen aspectos de sanidad y alo-
jamiento, asi como estdndares para la recoleccidon, manipulacion, almacenamiento y
transporte del semen (de Ruigh et al., 2006).
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En el sector industrial, el cumplimiento de todas las legislaciones y adicional-
mente garantizar una produccion segura de semen libre de contaminaciones es algo
complicado debido al gran niimero de requerimientos que es necesario cumplir. Estos
incluyen la realizacién de una cuarentena, restriccion de entradas y numerosos mues-
treos de los animales (sangre y/o semen) durante el afio subsiguiente. Aunado a esto,
es necesario comentar que actualmente en Venezuela no se realizan muchas de las
pruebas seroldgicas y de aislamiento viral que se han recomendado establecer para el
ingreso y permanencia de sementales en los centros de produccion de semen bovino.

A lo largo de este articulo se describiran una serie de criterios que no son aplica-
dos, no necesariamente por desconocimiento de nuestros investigadores, sino mas
bien, por la carencia de una infraestructura establecida en las universidades y en los
entes oficiales para poder realizar en forma amplia éste tipo de diagndstico. Lo mas la-
mentable es que muchos investigadores y veterinarios comentan que los agentes etio-
légicos que se transmiten por el semen y que mencionaremos mas adelante estan di-
fundidos en las ganaderias bovinas de Venezuela; sin embargo, no existen estudios se-
rios que lo confirmen. Este trabajo se enfoca en funcion de la bioseguridad del semen
como producto final, lo cual involucra aspectos sanitarios de los toros y otras posibles
contaminaciones colaterales que tienen el riesgo de diseminacién por via del semen.

ESTANDARES DE SANIDAD PARA LOS TOROS EN PRODUCCION

En la Union Europea y en los Estados Unidos de América se establecen una se-
rie de pautas que incluyen varias pruebas que son necesarias en cualquier parte del
mundo para la admision de los toros en un centro de recoleccion de semen (CRS). En
nuestro caso, las normas estructuradas por la Unién Europea (UE) serdan desarrolla-
das como el modelo a seguir, a pesar de saber que es muy dificil de validarlas en los
paises latinoamericanos, debido a sus estrictos protocolos. Por esa razon, debemos te-
ner en cuenta que solo de esta manera se podria garantizar la prevencion en la trans-
mision de patogenos por el semen y de esta manera mantener una ganaderia sana y
sustentable.

Arribo de los toros al CRS y la cuarentena

Previamente a su admisién en el CRS, los toros deben ser monitoreados dentro
los 28 dias previos al periodo de cuarentena (pre-cuarentena) para confirmar la ausen-
cia de anticuerpos contra enfermedades como la Brucelosis Bovina, la Leucosis En-
zoo6tica Bovina y la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR/IPV). Adicionalmente,
debe ser aplicada una prueba intradérmica para descartar la presencia de Tuberculo-
sis. Los toros deben ser monitoreados para determinar la presencia del virus de la
Diarrea Viral Bovina (BVD/MD) mediante el aislamiento del antigeno viral (el cual
debe resultar negativo) y la observacion de la presencia de anticuerpos mediante una
prueba serolédgica (de Ruigh et al., 2006).

Después de la pre-cuarentena, comienza un periodo de cuarentena de 28 dias o
mas. A partir de los 21 dias de la cuarentena, los toros deben someterse a pruebas de
Brucelosis Bovina, IBR/IPV y BVD/MD (serologia negativa). La prueba serolégica de
BVD/MD tiene que dar un resultado simular al de la prueba realizada en la pre-cua-
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rentena. Es necesario enfatizar que la entrada al CRS solo es permitida en caso que no
exista seroconversion de BVD/MD en los toros que resultaron negativos antes de en-
trar a la estacion de cuarentena (pre-cuarentena). Si hay seroconversion, todos los ani-
males que se mantienen seronegativos tienen que permanecer en cuarentena por un
tiempo mas prolongado hasta que concluya la seroconversion del grupo. A los anima-
les seropositivos a BVD/MD se les permite la entrada al centro, sin embargo, antes del
primer despacho de semen, una muestra de este debe de someterse al aislamiento viral
o a pruebas de antigeno viral de BVD/MD.

Adicionalmente todos los toros deben ser probados contra Campylobacter fetus
ssp. venerealis y Thrichomonas fetus cuyo resultado debe ser negativo. Después de pasar
este periodo de cuarentena, deben ser realizadas pruebas de rutina en el CRS al menos
una vez al ano contra: TBC Bovina, Brucelosis Bovina, Leucosis Enzo6tica, IBR/IPV,
BVD/MD (solo serologia en animales seronegativos) Campylobacter fetus ssp, venerealis
vy Trichomonas fetus (lavado prepucial) (de Ruigh et al., 2006).

La introduccién del IBR/IPV (o BVD/MD) en un rebafio puede ocurrir me-
diante la intervencién de algunos factores. Sin duda, el factor mds importante radica
en la presencia de animales (van Schaik et al., 2001, 2002). Ademads, otros factores
como la transmision a través de equipos, humanos y aerégenos pueden introducir la
infeccion en el centro. La UE a través de sus regulaciones trata de minimizar la intro-
duccién de una enfermedad infecciosa a través de los animales, prescribiendo un pe-
riodo de cuarentena a los toros, tal como se describi6 anteriormente. Otra medida de
sanidad para el comercio de semen fresco es la obligacion de tomar la temperatura
corporal del toro el dia de la recoleccion; por otro lado, el semen congelado debe estar
almacenado al menos 30 dias antes de su despacho.

Se han descritos portadores seroldogicamente negativos para el BHV1 herpes vi-
rus (IBR/IPV) (Lemaire et al., 2000a,b). Tales animales son capaces de introducir una
infeccion en un CRS sin que sea detectado en el periodo de cuarentena. En caso que
ocurra una infeccién, no siempre es reconocida por sintomas clinicamente visibles
(van Oirschot et al., 1993). El monitoreo una vez al aiio como se describe en las regula-
ciones, hace que siempre sea probable que el semen contaminado con BHV1 se co-
mercialice hasta la fecha de la proxima prueba. Para evitar este riesgo, se sugiere que
las pruebas se hagan con mayor frecuencia en combinacién con un periodo mas pro-
longado de almacenamiento del semen antes de su colocacién en el mercado.

La frecuencia de las pruebas para algunos patégenos debe estar correlacionada
con la tasa de distribucién del patégeno en un rebafo negativo (tasa de reproduc-
cion RO), asi como del riesgo potencial de transmision a través del semen (Wentink
et al., 2000). Un procedimiento apropiado y seguro es monitorear los toros para
IBR/IPV y los toros seronegativos para BVD/MD cada 3 semanas, en combinacién
con un periodo de almacenamiento del semen de 5 semanas (de Ruigh et al., 2006).
Esto garantizaria que estén disponibles los resultados de las pruebas al menos 10
dias antes de la ultima fecha de produccién, lo cual, si representa una garantia de la
seguridad del producto.

Las compaiias de IA establecen la vacunacién contra BVD/MD de los toros j6-
venes antes de la admision en el centro para prevenir la seroconversion mas tarde, en
su vida productiva. La regulacion de la UE permite la aceptacion de estos animales.
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En este caso, es imposible distinguir entre los anticuerpos de campo de los desarrolla-
dos por la vacuna, ya que no existe vacuna con marcadores. Por lo tanto, la posibilidad
de la vacunacién no es un acontecimiento deseable (de Ruigh et al, 2006). Voges et al.
(1998) describieron por primera vez que el virus de BVD/MD puede sobrevivir por
largos periodos de tiempo en los testiculos, lo cual indica que el semen de los toros in-
fectados puede estar contaminado con el virus durante largos periodos.

Para algunas enfermedades, como la causada por la Neospora y la enfermedad
de John o Paratuberculosis, el riesgo de transmisién mediante el semen esta todavia
en investigacion. Hasta ahora no hay una clara indicacién que el semen sea un factor
de riesgo para estas enfermedades (Jorge et al., 1998; Herthnek et al., 2006; Caetano
da Silva et al., 2004).

RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DEL SEMEN

Durante los procedimientos de recoleccién y procesamiento existen diferentes
posibilidades que el producto final resulte contaminado. Esto puede ser causado por
una contaminacién por contacto entre superficies, por el uso de un diluente contami-
nado o por contaminacion cruzada. El semen debe ser recolectado en areas estableci-
das para tal fin, procesado en un laboratorio con normas de higiene adecuadas y con
temperatura controlada y almacenado en cuartos aptos para ello. El sitio de aloja-
miento de los toros y los distintos ambientes mencionados para la recoleccion, proce-
samiento y almacenamiento del semen deben ser faciles de limpiar y de desinfectar;
ademas, el alojamiento de los animales debe estar fisicamente separado del cuarto de
procesamiento de semen y ambos deben estar separados del cuarto de almacenamien-
to (EC, 1988).

Segun la UE, los antibidticos que deben ser adicionados al diluyente del semen
incluyen la estreptomicina, penicilina, lincomicina y espectinomicina. L.a minima
concentracion final de estos antibidticos después de realizar la dilucién debe ser muy
bien controlada. Una combinacién alternativa de antibidticos con un efecto equiva-
lente contra campylobacter, leptospira y micoplasma puede ser igualmente usada. Inme-
diatamente después de la adicién del antibidtico de eleccion, el semen diluido debe
ser mantenido a una temperatura maxima de 5°C por un tiempo minimo de 45 minu-
tos (de Ruigh et al., 2006).

Para el procedimiento de recoleccién se utiliza una vagina artificial (VA). Los
toros son recolectados bien sea usando un recelador o utilizando un maniqui artificial
para la monta. No existe una regulacion exacta prescrita de como desinfectar la VA, ni
para el recelador o el maniqui; sin embargo, todos los instrumentos que entran en
contacto con el semen o con el animal donador deben estar desinfectados o esteriliza-
dos en forma apropiada antes de su empleo. Para limpiar la VA se recomienda el uso
alcohol etilico al 70° (etanol), alcohol isopropilico al 98-99° o vapores de oxido de eti-
leno (EC, 1988).

Después de la recoleccion, el semen (en un contenedor estéril) es transferido al
laboratorio para su procesamiento. Las pajuelas son llenadas, enfriadas como se ha
descrito, congeladas y finalmente almacenadas en contenedores de nitrégeno liquido.
La directiva de la UE prescribe que los productos de origen animal utilizados para el
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procesamiento del semen incluyendo aditivos y diluyentes deben ser obtenidos de
fuentes que no representen un riesgo para la salud animal o que sean tratados antes de
su uso para prevenir riesgos. Los envases de almacenamiento y transporte tienen que
ser apropiadamente desinfectados o esterilizados antes del comienzo de la operacion
de llenado. El agente criogénico utilizado no debe haber sido usado previamente para
otros productos de origen animal (EC, 1988).

La Oficina Internacional de Epizootias (OIE, 2005) ha establecido un estdndar
para el namero de unidades formadoras de colonias (UFC) en el semen procesado de
5000 UFC/ml. La OIE también menciona que no hay evidencia cientifica de ninguna
correlacion entre el numero normal de UFC en una pajuela de semen y la fertilidad.
El estandar de UFC asi como la relacion entre la UFC y la fertilidad fue eliminada de
la Gltima actualizacion del cédigo de sanidad.

El punto mas critico en la contaminacién es el diluyente que se coloca en la pa-
juela de semen. Algunos diluyentes basados en clara de huevo son ampliamente utili-
zados para la criopreservacion del semen de toro. Los diluyentes de semen que contie-
nen componentes como clara de huevo y leche descremada son dificiles de estandari-
zar e introducen un riesgo de contaminacién microbiana (bacterias o micoplasmas).
Se prescribe que cada lote, por ejemplo, diluyente de clara de huevo, debe ser acompa-
nado de certificados de analisis en relacion con la contaminacion bacteriana y certifi-
cado de ausencia de Salmonella sp. Se ha demostrado que la clara de huevo pura y los
diluyentes hechos con este producto muestran contaminacién con toda clase de bac-
terias, a pesar de la presencia de antibidticos, indistintamente de la fuente de los hue-
vos (Bousseau et al., 1998).

Desde hace unos anos estan disponibles comercialmente diluentes a base de
grano de soya (Frijters y Luimstra, 2003). Los reportes del efecto de los diluentes he-
chos a base de soya sobre la calidad del semen no son siempre son consistentes en rela-
cion con las tasas de fertilidad (Wagtendonk-de et al., 2000; Gil et al., 2003). Sin em-
bargo, estos diluyentes en base a soya son ampliamente usados en la industria de IA,
lo cual tiene sentido, ya que, la regulacion de la UE obliga el uso de diluyentes libres
de ingredientes de origen animal.

El efecto de la gentamicina, tylosina, lincomicina y espectinomicina también se
discute en algunos estudios. Solo se ha observado el efecto bacteriostatico sobre el mi-
coplasma en pajuelas congeladas-descongeladas artificialmente infectadas (Visser et
al., 1998). A pesar que se encontré alguna inhibicién del crecimiento de micoplasmas
(Shin et al., 1988), se observé un leve crecimiento.

En laindustria de IA, las UFC no son siempre medidas. En el semen fresco exis-
ten grandes fluctuaciones de las UFC entre diferentes recolecciones del mismo toro
(Wezeman, 1996, cit. por de Ruigh et al., 2006). La OIE también menciona que no
existe una correlacion real entre las UFC del semen fresco y las UFC del producto fi-
nal. De cualquier manera, tiene sentido que exista un limite para las UFC permitidas
en el producto final, debido a que el niimero de UFC en el producto final esta alta-
mente influenciado por el estdndar de higiene en el laboratorio de procesamiento.

En las regulaciones de la UE, se menciona que los envases de almacenamiento y
transporte deben ser apropiadamente desinfectados o esterilizados antes de comenzar
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cada operacion de llenado. Se sabe que cada compania utiliza diferentes métodos de
desinfeccion. En investigaciones recientes se describen protocolos y productos qui-
micos con actividad bactericida y antiviral que pueden ser usados de manera eficiente
para desinfectar o esterilizar estos equipos (Bielanski, 2005). Este dltimo, por ejem-
plo, utiliz6 diferentes biocidas de amplio espectro para desinfectar eficazmente tan-
ques de transporte, lo cual se evidencié después de inducir una contaminacion experi-
mental. Ninguna bacteria o virus (Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Staphylococcus au-
reus, BVD/MD o IBR/IPV) fue detectado en muestras de semen o embriones almace-
nados en estos tanques de transporte después que fueron desinfectados con estos bio-
cidas. Podria ser ttil para la industria establecer protocolos para la limpieza y desin-
feccion de todos los contenedores, no solo para los de transporte.

IDENTIFICACION, REGISTRO DEL EYACULADO E INSEMINACION

Una apropiada identificacién de cada eyaculado desde el primer hasta el Gltimo
paso de los procesos de recoleccién y manejo es de gran importancia. El cédigo requeri-
do de una pajuela es importante para asegurar la apropiada identificacién de los anima-
les y del producto animal. Las pajuelas de semen deben ser selladas y codificadas en
concordancia con los estindares internacionales del ICAR (2004). Estos minimos re-
querimientos son: codigo del centro, raza, toro, nimero de lote y fecha de recoleccidn.

Laidentificacién es muy importante, ya que, ayuda entre otras cosas al rastreo y
ubicacion en caso de algiin problema sanitario; la identificacién del toro y el codigo
de recoleccion son los requerimientos minimos. Un problema con cierto toro de un
determinado centro de una fecha de recolecciéon dada debe ser ficilmente rastreable, y
esto se logra al tener la pajuela bien identificada. El propdsito del codigo de la raza es
identificar la raza del toro sobre las pajuelas de semen (ICAR, 2004). Sin embargo
dentro del c6digo de identificacion de la pajuela la informacion exacta de la raza pue-
de ser hallada al obtener la subsiguiente identificacion del toro. Desde la perspectiva
de la bioseguridad, el cddigo de la raza no adiciona ningin valor y se pudiese dejar de
imprimir, logrando obtener una pajuela con menor nimero de datos, pero bien ras-
treada en caso de que sea necesario.

La inseminacién debe ser realizada bajo buenas condiciones de higiene para
prevenir la transmisién de infecciones. Una adecuada actitud frente a la higiene no se
puede hacer cumplir solo con un programa obligatorio de entrenamiento para los téc-
nicos, aunque es un importante comienzo. Las compaiias de IA deben exhortar a los
técnicos para que trabajen en optimas condiciones de higiene.
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