BEE

CERTIFIED SEMEN SERVICES
Fecha de Aprobacion: 16 de enero, 2025
Entrada en Vigor: 1 de enero, 2026

REQUISITOS MINIMOS DE CSS PARA EL CONTROL DE ENFERMEDADES EN EL SEMEN
DESTINADO A LA INSEMINACION ARTIFICIAL

Los “Requisitos Minimos de los Servicios de Semen Certificados (CSS) para el control de enfermedades en
semen destinado a la inseminacion artificial” constituyen el estandar minimo para la supervision sanitaria y la
vigilancia de enfermedades en toros antes de su ingreso al aislamiento, durante el periodo de aislamiento y
durante toda su residencia en un centro de Inseminacion Artificial. Este es un estandar integral destinado a regular
las enfermedades que representan un riesgo importante de transmision a través del semen utilizado en la
inseminacion artificial. Ademas, describe los procedimientos sanitarios correctos e incluye los requisitos para la
adicion de antibidticos, tanto en el semen como en el diluyente, con el fin de proporcionar un control de
contaminacion microbiana de patdgenos especificos. El objetivo de estos requisitos es proteger la salud de los
sementales donantes y de los hatos en los que se utiliza el semen.

CONDICIONES SANITARIAS GENERALES

1. El equipo de colecta de semen que entre en contacto con el toro, o con sus secreciones o
excreciones, debera desinfectarse rigurosamente después de cada uso. El material desechable
debera eliminarse inmediatamente.

2. El colector debera utilizar guantes de plastico desechables nuevos para cada toro para evitar que las
manos sirvan como medio de transmision de material infectocontagioso de un toro a otro.

3. Ellaboratorio utilizado para procesar el semen debera estar aislado completamente del lugar de
estabulacion de los toros y del area de colecta del semen, y construido de manera que permita la
manipulacién y el almacenamiento del semen de forma higiénica.

4. El semen recolectado y procesado que cumpla con los requisitos de este documento se almacenara en
contenedores de nitrogeno liquido separados de aquellos que contengan semen de categorias
sanitarias inferiores. El semen recolectado en el area de aislamiento debera almacenarse por separado
del semen de residentes calificados hasta que finalicen satisfactoriamente las pruebas del periodo de
aislamiento.

5. Las pruebas sanitarias de laboratorio se realizaran en un laboratorio (o laboratorios) de diagndstico
veterinario acreditado por la AAVDL (Asociacion Americana de Laboratorios de Diagnostico
Veterinario) y aprobado por el USDA (Departamento de Agricultura de los EE.UU.) para la ejecucion de
los analisis requeridos con fines de exportacion. En el caso de los centros de IA ubicados fuera de
EE.UU., las pruebas deberan realizarse en un laboratorio (o laboratorios) de diagndstico veterinario
aprobado por la autoridad veterinaria competente de ese pais para realizar los analisis exigidos para
exportacion.

6. Los contenedores de transporte criogénico que regresen de paises que el USDA no haya declarado libres de
fiebre aftosa deberan inspeccionarse para determinar si fueron desinfectados en el puerto de entrada. Si se
les desinfectd correctamente, habra una etiqueta adjunta que asi lo indique. Si esto no se realizo, se debera
notificar al veterinario del USDA/APHIS (Servicio de Inspeccion Sanitaria de Animales y Plantas) del
estado implicado y se tomaran inmediatamente las medidas oportunas para asegurar que los contenedores
criogénicos de transporte sean desinfectados adecuadamente.



ANIMALES DE MONTA

Los machos de monta (novillos, maniquies) empleados durante la colecta de semen deberan someterse al mismo
régimen de pruebas sanitarias periodicas que los toros destinados a produccion de semen y deberan mantenerse
de forma continua en condiciones sanitarias equivalentes a las de los toros que cumplen con los requisitos de
CSS. Los animales de monta no deberan intercambiarse entre los hatos residentes de CSS y las areas de
aislamiento de CSS. Cualquier area del pelaje o la piel del animal de monta que entre en contacto con el pene
erecto o las secreciones genitales, debera limpiarse y desinfectarse efectivamente antes de la colecta del siguiente
toro. Hembras bovinas no pueden ser alojadas ni utilizadas como animales de monta o estimulacion en las areas
de aislamiento o residencia.

PREINGRESO AL AISLAMIENTO

Los toros o los animales de monta destinados a ingresar a un centro de IA aprobado por CSS deberan estar sanos,
libres de enfermedades infectocontagiosas y no deberan provenir de un hato en cuarentena. Después de las
pruebas previas al ingreso que se detallan a continuacion, los toros y los animales de monta no deberan utilizarse
para el servicio natural y deberan permanecer aislados del resto del ganado. Se entiende por aislamiento la
ausencia de contacto, directo o a través de cercas, con otros animales del hato.

Los siguientes examenes y pruebas de diagnostico de preingreso se deberan realizar antes del ingreso y los
resultados de cada toro o animal de monta se deberan recibir antes de su entrada a las instalaciones para comenzar
con el periodo de aislamiento. Estas pruebas deberan realizarse preferiblemente antes de la llegada a las
instalaciones de aislamiento del Centro de IA. No obstante, estas se pueden efectuar en una instalacion separada
del centro de IA como se describe mas adelante. En cualquier caso, el periodo de aislamiento no comenzara hasta
que se conozcan los resultados de las pruebas de preingreso y el toro o animal de monta sea trasladado a la
instalacion de aislamiento.

Para efectos de estos requisitos, las pruebas previas al ingreso se realicen en el Centro de 1A, los toros y los animales
de monta deben alojarse en instalaciones de preingreso que estén separadas de manera efectiva de las instalaciones
ocupadas por los toros y los animales de monta residentes, asi como aquellos que se encuentren en las instalaciones
de aislamiento. Todo el equipo utilizado para el manejo de los toros y animales de monta, incluido el destinado a la
colecta de semen, alimentacion, bebida y limpieza en los hatos de aislamiento o residentes no debera emplearse en las
instalaciones de preingreso ni en otras instalaciones ganaderas administradas por el Centro de IA.

1. Examen fisico: Un veterinario acreditado por el USDA de categoria II (o su equivalente en otros paises)
realizara un examen fisico dentro de los 30 dias previos al ingreso para determinar que los toros o
animales de monta no presentan signos clinicos de enfermedades infecciosas y contagiosas.

2. Tuberculosis bovina: Dentro de los 60 dias previos al ingreso se realizara una prueba oficial intradérmica
del pliegue caudal (PPC) con resultado negativo.

En caso de que el animal tenga un resultado de PPC que no sea negativo, se realizara una
prueba confirmatoria para la tuberculosis bovina con resultado negativo de acuerdo con las
reglamentaciones y directrices del USDA.

Nota: La normativa internacional para la exportacion de semen bovino varia entre los paises y no todas
las pruebas de tuberculosis bovina aprobadas por el USDA son aceptadas para exportacion.

3. Brucelosis bovina: Durante los 30 dias previos al ingreso, se realizara una prueba de antigeno
tamponado de Brucella (prueba de tarjeta 0o BAPA) O una prueba de fijacion del complemento (CF) O
una prueba de polarizacion fluorescente (FPA) en suero; el resultado debera ser negativo.

En caso de que el animal tenga un resultado que no sea negativo, se recomienda realizar otra prueba
oficial de brucelosis del USDA. Un resultado negativo en la nueva prueba o en otras pruebas oficiales
de brucelosis puede permitir que el toro reciba una clasificacion negativa de brucelosis; sin embargo,
la clasificacion final sigue siendo prerrogativa de los funcionarios veterinarios federales o estatales.
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La prueba de brucelosis debe cumplir con las regulaciones aplicables si el animal debe ser
transportado entre estados.
4. Leptospirosis bovina: Una prueba de aglutinacion microscopica (MAT) en suero para los serotipos L.

pomona, L. hardjo, L. canicola, L. icterohaemorrhagiae y L. grippotyphosa con resultado negativo.
Esta prueba debera efectuarse dentro de los 30 dias previos al ingreso.

Se prefiere un resultado negativo para cada serotipo. Sin embargo, si el resultado no es negativo (es decir,
positivo a 1:100 o 1:200) para cualquier serotipo, el bovino debe someterse a una nueva prueba para ese
serotipo al menos 14 dias después de la prueba anterior. Animales negativos a 1:400 en dos pruebas
consecutivas, se consideran negativos con un titulo bajo y estable. Ambas pruebas se realizaran dentro de
los 30 dias previos al ingreso.

5. Virus de la diarrea viral bovina (VDVB): Se debera realizar una prueba de deteccion de antigenos para el
VDVB dentro de los 30 dias previos al ingreso; el resultado debera ser negativo. La prueba debera
realizarse en sangre completa o suero y podré consistir en: una prueba PCR O una prueba ELISA de
captura de antigenos O una prueba de aislamiento viral realizada en cultivo celular bovino con un
resultado negativo demostrado por la prueba de PCR del cultivo celular o por la tincion del cultivo
celular con métodos de inmunofluorescencia (FA) o inmunoperoxidasa (IP).

AISLAMIENTO

Cada toro o animal de monta debera permanecer aislado durante el tiempo necesario para completar las pruebas que
se indican a continuacidn. El protocolo de aislamiento se deberd completar satisfactoriamente antes de que se les
permita ingresar a las instalaciones del hato residente y antes de que el semen recolectado pueda ser distribuido.

Para los fines de estos requisitos, el aislamiento significara que los toros y los animales de monta se alojan en
instalaciones controladas por la empresa de IA y bajo la supervision de un veterinario acreditado por el USDA
de categoria II (o su equivalente para instalaciones de otros paises). Estas instalaciones deben estar separadas
efectivamente de las instalaciones ocupadas por los toros y animales de monta residentes. Todo el equipo
utilizado para manipular los toros y animales de monta durante la colecta de semen, alimentacion, abrevado,
limpieza de las instalaciones, no debera intercambiarse entre el hato de aislamiento y el hato residente, a menos
que haya un proceso documentado de saneamiento y desinfeccion del equipo después de cada uso (respaldado
por bitacora y POE). Ademas, las areas de colecta de semen para los toros en aislamiento deberan estar
separadas efectivamente de las areas utilizadas para el hato residente.

Las siguientes pruebas se deberan efectuar a todos los toros y animales de monta durante su estancia en el area
de aislamiento:

1. Tuberculosis bovina: Se realizard una prueba oficial intradérmica de pliegue caudal (PPC) tras un
minimo de 60 dias después de la prueba de tuberculosis bovina previa al ingreso y al menos 21 dias
después de ingresar en la instalacion de aislamiento. El resultado debera ser negativo.

En caso de que el animal tenga un resultado de PPC que no sea negativo, se realizara una
prueba confirmatoria para la tuberculosis bovina con resultado negativo de acuerdo con las
reglamentaciones y directrices del USDA.

La normativa internacional para la exportacion de semen bovino varia entre los paises y no todas las
pruebas de tuberculosis bovina aprobadas por el USDA son aceptadas para exportacion.

2. Brucelosis bovina: Una prueba de antigeno brucelar tamponado (prueba de tarjeta o BAPA) O una
prueba de fijacion del complemento (CF) O una prueba de polarizacion fluorescente (FPA) en suero con
resultado negativo. Esta prueba se debera realizar tras un minimo de 30 dias después de la fecha de la
prueba de preingreso para la brucelosis y al menos 21 dias después del ingreso a la instalacion de
aislamiento.




En caso de que el animal tenga un resultado que no sea negativo, se recomienda realizar otra prueba
oficial de brucelosis del USDA. Un resultado negativo en la nueva prueba o en otras pruebas oficiales
de brucelosis puede permitir que el toro reciba una clasificacion negativa de brucelosis; sin embargo,
la clasificacion final sigue siendo prerrogativa de los funcionarios veterinarios federales o estatales.

3. Leptospirosis bovina: Una prueba de aglutinacion microscopica (MAT) en suero para los serotipos L.
pomona, L. hardjo, L. canicola, L. icterohaemorrhagiae y L. grippotyphosa con resultado negativo.
Esta prueba debera realizarse al menos treinta (30) dias después de la fecha de la prueba de
leptospirosis de preingreso y como minimo 21 dias tras la entrada del animal a la instalacion de
aislamiento.

Se prefiere un resultado negativo para cada serotipo. Sin embargo, si el resultado no es negativo (es
decir, positivo a 1:100 o 1:200) para cualquier serotipo, el bovino debe someterse a una nueva prueba
para ese serotipo al menos 14 dias después de la prueba anterior. Animales negativos a 1:400 en dos
pruebas consecutivas se consideran negativos con un titulo bajo y estable

4. Campilobacteriosis bovina y tricomoniasis venérea bovina:

a. Examen microscopico de material prepucial cultivado O prueba PCR de material prepucial
recogido del fornix del prepucio para Tritrichomonas foetus, con resultado negativo.

b. Examen de material prepucial cultivado O prueba PCR de material prepucial recogido del
fornix del prepucio para Campylobacter fetus subsp. venerealis, con resultado negativo.

Los toros y los animales de monta se someteran al siguiente programa de pruebas cuya cantidad variara
en funcion dela edad del animal el dia de ingreso en la instalacion de aislamiento del CSS. Las pruebas
para ambos patogenos se realizaran al menos a intervalos semanales hasta completar el nimero minimo
de repeticiones requeridas; cada una con un resultado negativo durante el aislamiento:

Edad de ingreso al aislamiento Cantidad minima de pruebas
Menos de 180 dias con certificacion* (véase 1
abajo)
Menos de 180 dias sin certificacion (véase 3
abajo)
De 180 a 364 dias 3
365 dias 0 mas 6

*El Médico Veterinario del centro de IA puede certificar que el toro no ha cohabitado con hembras después de cumplir treinta
dias de edad.

Nota: las regulaciones internacionales para la exportacion de semen bovino varian entre los paises y no
todos los procedimientos de pruebas de CSS para la Campilobacteriosis Bovina y la Tricomoniasis Venérea
Bovina son aceptados para la exportacion.

5. Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB): Todos los toros y animales de monta que ingresen a
centros de IA aprobados por CSS deben ser sometidos a pruebas de viremia y de infeccion persistente
por VDVB durante el periodo de aislamiento, con resultados negativos antes de ingresar al hato
residente del centro de IA. Las pruebas deben realizarse tras un minimo de 21 dias desde el ingreso a
la instalacion de aislamiento. Ademas, todos los toros deberan ser evaluados mediante un programa
de pruebas para detectar infecciones testiculares persistentes.

a. Prueba de diagndstico: El animal debe ser sometido a una prueba de PCR en sangre completa O a
una prueba de aislamiento viral en sangre completa con un minimo de dos (2) pasajes en cultivo
celular bovino con resultado negativo demostrado por la prueba de PCR del cultivo celular o
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mediante tincion del cultivo celular por métodos de inmunofluorescencia (FA) o inmunoperoxidasa
(IP).
Especimenes de diagndstico: prueba de PCR o prueba de aislamiento viral en sangre completa.

Confirmacion de infeccion persistente de VDVB: Si se demuestra la presencia de VDVB mediante
PCR O aislamiento viral (seguido de PCR, FA o IP en cultivo celular) en sangre completa, el animal
debera permanecer aislado de otros bovinos. Se le volvera a examinar tras un minimo de 21 dias a
través de PCR en sangre completa O con prueba de aislamiento viral en sangre completa con un
minimo de dos (2) pasajes realizados en cultivo celular bovino con un resultado negativo
demostrado por la prueba de PCR del cultivo celular o por tincion del cultivo celular por métodos de
inmunofluorescencia (FA) o inmunoperoxidasa (IP). La deteccion del VDVB por segunda vez se
considerard indicativa de infeccion persistente. En tal caso el animal no es elegible para ingresar al
hato residente del centro de IA aprobado por el CSS y debe ser retirado de inmediato del centro de
aislamiento.

Confirmacion de ausencia de infeccion persistente: Los animales en los que se haya aislado o
demostrado la presencia del VDVB deben permanecer aislados y separados de otros bovinos, hasta
que se demuestre que estan libres del virus. Esto se demostrara mediante 2 pruebas negativas
consecutivas realizadas con un intervalo minimo de 14 dias, utilizando pruebas de PCR en sangre
completa O pruebas de aislamiento viral en sangre completa con un minimo de dos (2) pasajes
realizados en cultivo celular bovino con un resultado negativo, demostrado mediante la prueba de
PCR del cultivo celular o mediante la tincidn del cultivo celular por métodos de inmunofluorescencia
(FA) o inmunoperoxidasa (IP).

En toros en los que se haya aislado el VDVB, pero que posteriormente se demuestren libres de infeccion
persistente, se deben tomar muestras de todo el semen colectado y procesado dentro de los 30 dias
anteriores y los 30 dias posteriores a la fecha de la prueba positiva de PCR o del aislamiento viral en
sangre completa. Se realizara una prueba de PCR de cada cdodigo de colecta. Solo los codigos de colecta
con resultado negativo podran ser liberados para distribucion. Cualquier codigo de colecta con un
resultado positivo debe ser destruido y no podra ser distribuido.

Si se detecta VDVB en un animal después de aislarlo de otros bovinos, el resto del ganado en la
instalacion de aislamiento requerira una nueva prueba tras un minimo de 14 dias después de la
separacion del animal positivo. Esta prueba podra ser PCR en sangre completa O una prueba de
aislamiento viral en sangre completa con un minimo de dos (2) pasajes realizados en cultivo celular
bovino con un resultado negativo demostrado mediante la prueba de PCR del cultivo celular o
mediante la tincion del cultivo celular por métodos de inmunofluorescencia (FA) o
inmunoperoxidasa (IP).

La siguiente prueba se debera realizar a todos los toros antes de que el semen sea liberado para su
distribucion. Si los toros no estan en edad de produccion de semen durante el periodo de aislamiento de
CSS, la prueba puede realizarse después de que se complete dicho periodo de aislamiento.

Virus de la diarrea viral bovina (VDVB): Se utiliza uno de los siguientes métodos y calendarios de

pruebas para detectar la infeccion testicular persistente por el VDVB:

a.

Se debera realizar una prueba de neutralizacion sérica (SN) O la prueba ELISA de anticuerpos para
los tipos I y II en suero de los toros durante el periodo de aislamiento. Todos los toros con un
resultado positivo deben tener una prueba de PCR negativa en una muestra de semen
completamente diluido y congelado. Las muestras de semen congelado deben transportarse al
laboratorio de diagndstico a temperaturas criogénicas [es decir, nitrégeno liquido o tanque de
vapor de nitrogeno liquido].
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b. Los toros deben tener una (1) prueba PCR negativa en una muestra de semen completamente
diluido y congelado. Las muestras de semen congelado deben transportarse al laboratorio de
diagndstico a temperaturas criogénicas [es decir, nitrogeno liquido o tanque de vapor de nitrégeno
liquido].

[Los toros con una prueba de PCR positiva en el semen deben someterse a pruebas adicionales de

semen procesado para confirmar una infeccion testicular persistente].

Cualquier toro con una infeccion testicular persistente por el VDVB no retine los requisitos para la
colecta de semen y no se le permite permanecer en la instalacion de aislamiento o con el hato
residente.

Cualquier toro que tenga una prueba de PCR de aislamiento viral positiva en sangre completa durante el
periodo de aislamiento y que demuestre que NO esta infectado de forma persistente, debera contar con
resultados negativos de PCR en muestras de semen congelado completamente diluido. Dichas muestras
deberan corresponder a tres (3) colectas distintas, realizadas con intervalos no inferiores a siete (7) dias.
La recoleccion de estas muestras debera iniciarse al menos 21 dias después de la ultima prueba de PCR o
aislamiento viral positivo en sangre completa.

La normativa de exportacion de semen bovino varia entre paises de destino y no todos los
procedimientos de prueba de CSS para el VDVB son aceptados en los requisitos de exportacion
para ciertos mercados.

Todos los toros o animales de monta en la instalacion de aislamiento se mantendran en aislamiento continuo de
todas las demas especies de ganado y otros animales bovinos que no tengan un estatus sanitario equivalente. Si
se permite que un toro o animal de monta del centro de aislamiento entre en contacto con animales bovinos que
no tengan un estatus sanitario equivalente, este sera retirado inmediatamente del centro de aislamiento y no se
le permitira volver a entrar hasta que haya completado otro ciclo de preingreso y las pruebas prescritas
anteriormente.

HATO RESIDENTE

Una vez que un toro o un animal de monta haya completado de manera satisfactoria las pruebas de aislamiento
detalladas anteriormente, este puede ingresar al hato residente donde debera seguir sometiéndose a pruebas de
acuerdo con el protocolo de monitoreo sanitario que se detalla a continuacion.

Las siguientes pruebas deberan realizarse en todos los toros o animales de monta a intervalos de seis (6) meses:

1. Tuberculosis bovina: prueba oficial intradérmica del pliegue caudal (PPC); el resultado debe ser negativo.

En caso de que el animal obtenga un resultado no negativo a la prueba de PPC, se realizara una
prueba confirmatoria para la tuberculosis bovina con resultado negativo de acuerdo con las
reglamentaciones y directrices del USDA.

Nota: La normativa internacional para la exportacion de semen bovino varia entre los paises y no todas
las pruebas de tuberculosis bovina aprobadas por el USDA son aceptadas para exportacion.

2. Brucelosis bovina: Una prueba de antigeno brucelar tamponado (prueba de tarjeta o BAPA) O una
prueba de fijacion del complemento (CF) O una prueba de polarizacion fluorescente (FPA) en suero
con resultado negativo.

En caso de que el animal tenga un resultado que no sea negativo, se recomienda realizar otra prueba
oficial de brucelosis del USDA. Un resultado negativo en la nueva prueba o en otras pruebas oficiales
de brucelosis puede permitir que el toro reciba una clasificacion negativa de brucelosis; sin embargo,
la clasificacion final sigue siendo prerrogativa de los funcionarios veterinarios federales o estatales.
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3. Leptospirosis bovina: Una prueba de aglutinacién microscopica (MAT) en suero para los serotipos L.

pomona, L. hardjo, L. canicola, L. icterohaemorrhagiaey L. grippotyphosa con resultado negativo.

Se prefiere un resultado negativo para cada serotipo. Sin embargo, si el resultado no es negativo (es
decir, positivo a 1:100 o 1:200) para cualquier serotipo, el bovino deberd someterse a una nueva
prueba para ese serotipo al menos 14 dias después de la prueba anterior. Animales negativos a 1:400
en dos pruebas consecutivas, se consideran negativos con un titulo bajo y estable.

4. Campilobacteriosis bovina y Tricomoniasis Venérea Bovina:

a. Examen microscopico de material prepucial cultivado O prueba PCR de material prepucial
recogido del fornix del prepucio para Tritrichomonas foetus, con resultado negativo.

b. Examen de material prepucial cultivado O prueba PCR de material prepucial recogido del
fornix del prepucio para Campylobacter fetus subsp. venerealis, con resultado negativo.

Todos los toros o animales de monta del hato residente deberan mantenerse en aislamiento continuo respecto a
otras especies de ganado y a cualquier bovino que no tenga un estatus sanitario equivalente. Si un integrante del
hato residente entra en contacto con cualquier animal bovino que no tenga un estatus equivalente, debera ser
retirado inmediatamente del hato residente y no se le permitira volver a ingresar hasta que haya completado otro
ciclo de preingreso y aislamiento con las pruebas prescritas para ello, salvo lo dispuesto en el parrafo siguiente.

No se requiere que a un toro retirado temporalmente de la produccion de semen se le realicen las pruebas de
deteccion de Tricomoniasis bovina y Campilobacteriosis bovina, siempre y cuando esté en un lugar separado
eficazmente del hato residente. Sin embargo, se lo debera mantener en un hato que cumpla con todas las
condiciones de un hato residente. El régimen de pruebas de rutina tal como se define para el hato residente
debera reanudarse antes de que se colecte el semen que se procese después del regreso del toro a produccion.

ANTIBIOTICOS Y PROCESAMIENTO DE SEMEN

1. Se deberan agregar antibidticos al semen sin diluir y al diluyente, para proporcionar un control
microbiologico eficaz de:

Micoplasmas
Ureaplasmas
Histophilus somni (antes Haemophilus somnus)

Campylobacter fetus subsp. venerealis

2. El control microbiologico eficaz es la condicion en la cual el nimero de microorganismos
patogénicos especificos potencialmente presentes se reduce por debajo del umbral de la
patogenicidad o se elimina completamente.

3. Un protocolo aceptable consiste en la exposicion in vitro de semen y diluyente con los antibidticos
gentamicina,tilosina, lincomicina y espectinomicina (GTLS), tal como se describe en Shin, et al !
Lorton, et al® y Lorton, et al 3. La informacion sobre los procesos a seguir se detalla en el Apéndice 1.

4. Los protocolos alternativos aceptables deben proporcionar un control microbiologico eficaz (de los

organismos mencionados en el punto 1) sobre una base de pruebas cientificas, presentadas a
Certified Semen Services, Inc. Un ejemplo de protocolo alternativo aprobado es el procedimiento

de 1 paso descrito por Shiny Kim®. Los detalles del procedimiento se encuentran en el Apéndice 1.
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APENDICE 1
PROCEDIMIENTOS Y CONDICIONES DE LOS ANTIBIOTICOS Y DILUYENTES DE GTLS

ANTIBIOTICOS

1. Tratamiento del Semen Puro

a. Cada ml de semen puro se tratara con 0.02 ml de la combinacion de antibiéticos (GTLS) que contiene

los siguientes ingredientes activos.!

* gentamicina 500 pg
* tilosina 100 pg
* lincomicina 300 pg

* espectinomicina 600 pug

b. La adicion de estos antibidticos debera realizarse de manera que permita un periodo minimo de tres
a cinco minutos de contacto con el semen puro, antes de agregar cualquier diluyente.1
c. Estos procedimientos son obligatorios independientemente del tipo de diluyente utilizado.'**

2. Antibioticos en polvo premezclados

a. Los antibioticos GTLS premezclados en polvo estan formulados para proporcionar las
siguientes concentraciones de antibioticos activos por 0.02 ml de solucion final:

* gentamicina 500 pg
* tilosina 100 pg
* lincomicina 300 pg

* espectinomicina 600 ug

b. Los antibidticos GTLS premezclados en polvo deben almacenarse segin las especificaciones del
fabricante hasta su reconstitucion.

c. Lareconstitucion de los antibidticos debe completarse utilizando agua purificada (doblemente
destilada estéril, desionizada o procesada por 6smosis inversa) y mezclada segun las
instrucciones del fabricante.

d. Los antibidticos premezclados en polvo y reconstituidos:

* -deben utilizarse el mismo dia de reconstitucion y no guardarse para el dia siguiente.
-O-

* - pueden dividirse en alicuotas y almacenarse a -20°C, o una temperatura inferior, durante un
maximo de 7 dias. Las alicuotas deben descongelarse a temperatura ambiente, utilizarse

. , <y 5
exclusivamente el dia de la descongelacion y no volver a congelarse.

e. El diluyente con antibidticos debera utilizarse el mismo dia en que se realice la incorporacion de los mismos,
cualquier excedente debera desecharse.
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3. Requisitos generales de los antibidticos GTLS

a. Los antibioticos especificos requeridos deben ser de grado USP, EP o equivalente:

* - sulfato de gentamicina en polvo numero de CAS 1405-41-0 (>590 ug/mg)6

* - tartrato de tilosina en polvo nimero de CAS 74610-55-2 (>900 pg/mg)6

* - clorhidrato de lincomicina en polvo nimero de CAS 859-18-7 (>790 ug/mg)6

» - sulfato de espectinomicina en polvo tetrahidratado nimero de CAS 64058-48-6 (650-850 ug/mg)
-O-
clorhidrato de espectinomicina en polvo niimero de CAS 22189-32 (>603 ug/mg)6

6

b. Cada lote de antibioticos debe tener disponible un Certificado de Analisis detallado con la siguiente
informacion:

*  Numero de lote

» Fecha de caducidad/fecha de fabricacion

* Prueba de potencia o ingrediente activo o actividad o mg/ml o ug/mg
*  Pureza o % de ingredientes inertes o impurezas

*  Composicion o % de componentes con gentamicina y tilosina

¢. Todas las concentraciones de antibidticos que aqui se indican son para unidades activas de antibioticos. Los
valores de potencia variaran entre lotes. Sin embargo, al cumplir el minimo requerido de pg/mg para cada
antibidtico en la seccion 3.a., los antibioticos pueden dosificarse segin su peso real, sin necesidad de ajustar
el peso en funcion de la potencia.
d. Los Certificados de Analisis para cada tipo de antibiotico y lote deberan estar disponibles cuando se soliciten.
Los antibidticos fabricados para uso industrial o formulados para uso interno deben cumplir estos criterios.
f.  Nota: Los antibidticos provenientes de ciertas fuentes pueden contener materiales deletéreos que
podrian afectar la eficacia del antibidtico o la calidad del semen. Solicitar un Certificado de Analisis
detallado, como se describe en la Seccion 3.b., asegura un nivel minimo de verificacion, incluyendo
los valores de potencia e identifica los ingredientes inertes que podrian ser problematicos. Para
orientacion adicional, pongase en contacto con Certified Semen Services.

o

DILUYENTES

4. Diluyente de 2 pasos

a. Tratamiento de semen puro: Se afiadiran de 0.02 ml de GTLS por cada ml de semen puro, con un tiempo de
contacto minimo de 3 minutos. Ver seccion 1.

b. La fraccidn sin glicerol se preparara de manera que contenga las siguientes concentraciones de

antibioticos activos antes de afiadirla al semen:’

* gentamicina 500 pg por ml
+ tilosina 100 pg por ml
* lincomicina 300 pg por ml

* espectinomicina 600 pug por ml

c. Eldiluyente sin glicerol se anadira al semen puro antes del enfriamiento. Todo el semen debera
permanecer en contacto con el diluyente sin glicerol durante un minimo de dos horas mientras se enfria a

5°C. Una vez transcurrido este periodo se puede agregar el diluyente con glicerol.1
d. La fraccion glicerdlica del diluyente no podra contener mas del 10% de la concentracion de antibidticos

indicada en la seccion 4.b. para la fraccion no glicerdlica del diluyente. Dicha cantidad no se tomara en
cuenta para el calculo de la concentracion final de antibidticos establecida en la seccion 4.b.
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e. La fraccion glicerdlica del diluyente debera afiadirse a la mezcla de semen y la fraccion no glicerdlica en
una proporcion de 1 a 1 (volumen de la fraccion con glicerol = Volumen de la fraccion sin glicerol +
Volumen de semen).

f. Los procedimientos anteriores deben producir la siguiente concentracion activa final de GTLS /ml de semen
congelado.1

* gentamicina 250 upgpor ml
* tilosina 50 ug por ml
* lincomicina 150 pgporml

* espectinomicina 300  pg por ml

g. El diluyente con antibidticos debera utilizarse el mismo dia en que se realice la incorporacion de los mismos,
cualquier excedente debera desecharse.

5. Diluyente de 1 paso

a. Tratamiento de semen puro: Se anadiran de 0.02 ml de GTLS por cada ml de semen puro, con un tiempo de
contacto minimo de 3 minutos. Ver seccion 1.
b. El diluyente de 1 paso se preparara para que contenga las siguientes concentraciones de antibidticos

activos antes de afiadirlo al semen:*

* gentamicina 500 pg por ml
* tilosina 100 pg por ml
* lincomicina 300 pg por ml

* espectinomicina 600 ug por ml

c. Los procedimientos anteriores para el diluyente de un solo paso resultaran en la siguiente
concentracion final de GTLS por ml de semen congelado.4

* gentamicina 500 pg por ml
+ tilosina 100 pg por ml
* lincomicina 300 pg por ml

* espectinomicina 600 ug por ml

Nota: La concentracion final de antibidticos debera ser el doble que la del protocolo de diluyente de 2 pasos.

d. Todo el semen debera mantenerse en contacto con el diluyente de un solo paso durante un minimo de
dos horas, mientras se enfria a 5°C.

e. El diluyente con antibioticos debera utilizarse el mismo dia en que se realice la incorporacion de los mismos,
cualquier excedente debera desecharse.

PROCEDIMIENTOS Y DESVIACIONES

6. Procedimientos de Procesamiento Requeridos

a. El diluyente debera ser aprobado por CSS. Véase el Apéndice 1A
b. Se debera seguir el tratamiento con antibidticos para el semen puro y los diluyentes de
acuerdo con lo indicado las Secciones 1., 4. y 5. de este Apéndice 1.
c. El tiempo de contacto del antibiotico GTLS con el semen puro debera ser de al menos tres minutos.
d. El semen en la fraccion del diluyente sin glicerol debera enfriarse hasta alcanzar los 5°C y
mantenerse en dicha fraccion durante un minimo de dos horas antes de agregar la fraccion con
glicerol.
e. El semen en el diluyente de un solo paso debera enfriarse durante un minimo de dos horas a 5°C antes de
proceder con los pasos adicionales de procesamiento.
f. Otros procedimientos descritos en las secciones 1 a 5 de este Apéndice 1.

7. Desviacion de los Procedimientos de Procesamiento Requeridos

Requisitos Minimos de CSS Pagina 11 de 17 1 de Enero, 2026



Se ha demostrado que la composicion del diluyente y los procedimientos de procesamiento pueden afectar la

eficacia del control microbiano del GTLS.! Por lo tanto, cualquier desviacion de los procedimientos
establecidos en este Apéndice 1 requerira una evaluacidn por parte de CSS, y de ser necesario, una prueba de
eficacia de los antibidticos.

a. Se debera presentar una solicitud de excepcion dirigida al/los Director(es) de Servicio de CSS.

b. Cuando se presente una composicion nueva de diluyente para su evaluacion y posible prueba de
eficacia, los componentes y las proporciones deben compartirse con CSS. Esta informacion sera
tratada con estricta confidencialidad.

c. El/los Director(es) de Servicio de CSS determinara(n) si la desviacion requerira pruebas de eficacia
antibidtica.

d. Las pruebas de eficacia correspondientes podran realizarse en un laboratorio aprobado por CSS que haya
demostrado competencia técnica para realizar estos analisis.

e. El laboratorio debera remitir los resultados de esta prueba al Director de Servicio de
CSS y a la organizacion solicitante.

f.  Silos resultados demuestran una eficacia igual o superior a la obtenida por Shin I css otorgara
la autorizacion para utilizar el procedimiento.

g. Todos los honorarios y gastos relacionados con la evaluacion de la desviacion y/o las

pruebas de eficacia seran cubiertos por la organizacidn solicitante y facturados a través de
CSS.
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APENDICE 1A

DILUYENTES APROBADOS POR CSS

1. Los siguientes diluyentes estan disponibles comercialmente y han sido aprobados por CSS:

Diluyente Fabricante Tipo |Numero de Referencia Presentacion
AndroMed® CSS  |Minitube 2-Pasos |13503/1250+1251 0.5+0.5L
AndroMed® CSS  |Minitube 1-Paso |13503/1200 1L

Biladyl® Minitube 2-Pasos | 13500/0004+0006 0.5+0.5L

BioXcell CSS IMV Technologies 2-Pasos |018617 0.5+0.5L

BoviFree CSS Minitube 2-Pasos |13501/1250+1251 0.5+0.5L

BoviFree CSS Minitube 1-Paso |13501/1200 1L
BOVINE-EXT™  |Reproduction Provisions, LLC 2-Pasos |107501+107502; 107503+107504 [0.5+0.5L or 1+1 L
BOVINE-EXT™  |Reproduction Provisions, LLC 1-Paso [{107400 1L
GameteGuard®-FB |Membrane Protective Technologies, Inc. |2-Pasos [N/A 0.5,1,or2 L
GameteGuard®-FB |Membrane Protective Technologies, Inc. |1-Paso |N/A 0.25,0.5,or 1 L
ONE-STEP™ Continental Plastic Corporation 1-Paso |B2-7400 1L

OptiXcell CSS IMV Technologies 1-Paso (025239 0.75L

Optidyl CSS IMV Technologies 1-Paso (024759 1.25L
SpermVital™ SpermVital AS 2-Pasos |N/A, E1+(E2+Agente Gelificante) |Varia por Componente
Steridyl CSS Minitube 2-Pasos |13500/0290+0295 1+1L

Steridyl CSS Minitube 1-Paso |13500/0280 1L

Triladyl® CSS Minitube 1-Paso |{13500/1200 1L

TWO-STEP™ Continental Plastic Corporation 2-Pasos |B2-7500 0.5+05L

Nota: Versiones No-CSS de estos productos conteniendo GTLS u otros antibidticos ya integrados pueden estar disponibles en el
mercado. Sin embargo, estos no pueden ser utilizados para cumplir con los Requisitos Minimos de CSS. Existen cocteles de
antibioticos aprobados por CSS disponibles comercialmente. Una vez reconstituidos de acuerdo con las instrucciones del fabricante,
se requerira 1 mL de solucion de GTLS por cada 50 mL de la fraccion sin glicerol en diluyentes de dos pasos o por cada S0 mL de
diluyente de un paso. Contactar CSS para cualquier pregunta.

2. Se ha probado la eficacia de los antibioticos para el control de los organismos microbianos en los siguientes cinco
diluyentes.l’4 El uso de la combinaciéon actual de antibidticos GTLS en los diluyentes 1, 2 y 3 no afecto
negativamente la motilidad pos‘c-descongelaci()n.2 Ademas, los diluyentes 1 y 3 fueron evaluados en cuanto a su
fertilidad.® Los diluyentes 4 y 5 no fueron evaluados respecto a la calidad seminal o fertilidad. La composicion final

de cada diluyente es la siguiente:

Diluyente

Composicion del diluyente

Aprobado para

1. 20% yema de huevo citrato

20% yema de huevo

2.12 g % citrato de sodio dihidrato

0.183 gm % monohidrato de acido citrico
7.0% glicerol

2-pasos!

2. 20% yema de huevo - tris

20% yema de huevo

2.42 gm % tris (hidroximetil aminometano)
1.38 gm % monohidrato de 4cido citrico
1.00 gm % fructosa

7.0% glicerol

1-Paso*

2-Pasos!

3. Leche entera calentada

7.0% glicerol

2-paso!’

4. Plus-X

Plus-X, tal como lo provee el distribuidor.
7.0% glicerol

2-pasos'

5. 28% yema de huevo - tris

28% yema de huevo

1.92 gm % tris (hidroximetil aminometano)
1.10 gm % monohidrato de acido citrico
1.00 gm % glucosa

7.0% glicerol

2-pasos'
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3. Para determinar si un diluyente no citado aqui esta aprobado, comuniquese CSS.

4. Ademas de los diluyentes enumerados aqui, existen otros diluyentes que han sido aprobados por CSS a
través de losprocedimientos descritos en el Apéndice 1 Seccion 7. Estos corresponden a diluyentes de
propiedad exclusiva utilizados por organizaciones individuales, cuya informacion se mantiene bajo
estricta confidencialidad con CSS.

APENDICE 2

PROTOCOLO BASICO DE PRUEBAS DEL CENTRO DE IA

El programa basico de pruebas sanitarias se describe en los "Requisitos minimos de CSS para el control
de enfermedades en el semen producido para la Inseminaciéon Artificial". La industria de IA ha
desarrollado estos requisitos a través de los afios para ayudar a garantizar que el semen utilizado en [A
no sea un vehiculo transmisor de agentes de enfermedades de importancia.

A continuacion, se presenta un resumen del programa de pruebas de CSS (Vigente al 1 de enero de 2026):

pliegue caudal negativa o
prueba de confirmacion
oficial (En un plazo de 60
dias antes del Ingreso al
IAislamiento)

caudal negativa o prueba de
confirmacion oficial al menos 60
dias después de la prueba de
preingreso y 21 dias tras el
ingreso al centro de aislamiento
de CSS

ENTORNOS DE PRUEBAS
Preingreso al aislamiento  |Aislamiento Hato residente
(Durante los 30 dias previosal(Pruebas previas al ingreso aun|(Centro de
ingreso a un centro de hato residente y distribucion de|coleccion de
aislamiento de CSS) semen) semen)
Examen Fisico Realizado por un veterinario
de categoria Il acreditado por
el USDA
Tuberculosis Bovina Prueba intradérmica del Prueba intradérmica del pliegue |Prueba intradérmica

negativa del pliegue
caudal o prueba de
confirmacion oficial a
intervalos de 6 meses

Brucelosis Bovina

Prueba oficial negativa del
estado donde se encuentra el
toro (si es necesaria para el
movimiento).

CF negativo o prueba de
tarjeta 0 BAPA o FPA en
suero para ingreso en el
centro de aislamiento de CSS

Prueba CF o prueba de tarjetao
BAPA o FPA negativa en suero
al menos 30 dias después de la
prueba de preingreso y 21 dias
tras el ingreso al centro de
aislamiento de CSS

Prueba CF o prueba de
tarjeta 0 BAPA o FPA
en suero a intervalos
de 6 meses.

'Virus de la Diarrea
viral Bovina

Prueba PCR o ELISA de
captura de antigenos o
aislamiento viral negativa
realizada en sangre
completa o suero.

Prueba PCR o aislamiento viral
negativa (minimo 2 pasajes)
realizadas en sangre completa al
menos 21 dias después del
ingreso al centro de aislamiento
de CSS Y Prueba PCR negativa
de semen procesado congelado
antes de ser liberado para su uso
o prueba ELISA de anticuerpos
negativa o prueba SN para

'VDVB tipos [ y II en suero
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Leptospirosis

para los 5 serotipos
importantes en los EE.UU. !

Prueba MAT negativa o con
titulo bajo y estable en suero

Prueba MAT negativa o con
titulo bajo y estable en suero
para 5 serotipos importantes en
los EE.UU, realizada al menos
30 dias después de la prueba de
preingreso y 21 dias después de
ingresar al aislamiento.

Prueba MAT negativa
o con titulo bajo y
estable en suero para
los 5 serotipos
importantes en los
EE.UU a intervalos de
6 meses. '

Campilobacteriosis

Serie de pruebas negativas de
PCR o cultivo de material
prepucial realizadas a intervalos
minimos de una semana:

e Toros menores de 180 dias
de edad? con certificacion:’
Una (1) prueba negativa.

e Toros menores de 365 dias
de edad: Tres (3) pruebas
negativas.

e Toros de 365 o mas dias de
edad: Seis (6) pruebas
negativas.

Prueba negativa de
PCR o cultivo de
material prepucial,
realizada a intervalos de
6 meses.

Tricomoniasis

Serie de pruebas negativas de
PCR o cultivo de material
prepucial realizadas a intervalos
minimos de una semana:

e Toros menores de 180 dias
de edad? con certificacion:’
Una (1) prueba negativa.

e Toros menores de 365 dias
de edad: Tres (3) pruebas
negativas.

e Toros de 365 0 mas dias de
edad*: Seis (6) pruebas
negativas.

Prueba negativa de PCR
0 cultivo de material

prepucial, realizada a
intervalos de 6 meses.

1 (L. pomona, L. hardjo, L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. grippotyphosa)
2 Edad en el dia de ingreso en el centro de aislamiento de CSS.

3 Siempre y cuando el médico veterinario del centro de IA pueda certificar que el toro no ha cohabitado con hembras después de cumplir

30 dias de edad.
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APENDICE 3
EJEMPLO: LISTA DE VERIFICACION DE LA PRUEBA DE AISLAMIENTO DE CSS

A continuacion, se presenta el EJEMPLO de una lista de verificacion y un cronograma de pruebas sanitarias
que deben completarse durante periodo de aislamiento de CSS:

PREINGRESO AL AISLAMIENTO:

[0 Los toros destinados a ingresar en un Centro de IA aprobado por CSS deberan estar:
1. Sanos

2. Libres de enfermedades infectocontagiosas
3. No estar en cuarentena

Y

4. No deberan ser utilizados para servicio natural una vez realizados el examen fisico y la toma de muestras de
preingreso.

5. Deben permanecer aislados de otros animales una vez realizados el examen fisico y la toma de muestras de
preingreso.

[0 Las pruebas deberan realizarse y los resultados deberan estar disponible antes de que el toro pueda
ingresar a las instalaciones de aislamiento de CSS

1. Durante los 60 dias previos al ingreso al aislamiento:

[0 Tuberculosis bovina - Prueba intradérmica del pliegue caudal negativa o prueba oficial de
confirmacion.

2. Durante los 30 dias previos al ingreso al aislamiento:

0 Examen fisico - Realizado por un veterinario acreditado por el USDA de categoria Il o equivalente

0 Brucelosis bovina - BAPA o tarjeta o CF o FPA negativo en suero
(Tener en cuenta y cumplir con la normativa de transporte interestatal)

[l Leptospirosis bovina - Prueba MAT negativa o titulo bajo y estable en suero
5 serovares (L. pomona, L. hardjo, L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. grippotyphosa)

0 PCR o ELISA de captura de antigeno o aislamiento viral negativo en sangre completa o suero.

PRUEBAS DE AISLAMIENTO

[0 El muestreo no puede comenzar hasta que se conozcan los resultados de las pruebas de preingreso y
después de que el toro haya ingresado en el centro de aislamiento de CSS.

*Nota - Pruebas de Tricomoniasis y Campilobacteriosis completadas al menos a intervalos semanales.

1. Semana 1 (Dia 0):
[0 Tricomoniasis - Cultivo 0 PCR del material prepucial negativo !

[0 Campilobacteriosis - Cultivo o PCR del material prepucial negativo !
2. Semana 2 (Dia 7):

[0 Tricomoniasis - Cultivo 0 PCR del material prepucial negativol’

2,3
[0 Campilobacteriosis - Cultivo o0 PCR del material prepucial negativo 12,3
3. Semana 3 (Dia 14):

[0 Tricomoniasis - Cultivo o0 PCR del material prepucial negativol’

2

0 Campilobacteriosis - Cultivo o PCR del material prepucial negativo 1,2
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4. Semana4 (Dia21):

L Tricomoniasis - Cultivo 0 PCR del material prepucial negativol’

2

0 Campilobacteriosis - Cultivo o PCR del material prepucial negativo 1,2

5. Semana 5 (Dia 28):
O Tricomoniasis - Cultivo o0 PCR del material prepucial negativo !

[0 Campilobacteriosis - Cultivo o PCR del material prepucial negativo !
6. Semana 6 (Dia 35):

O Tricomoniasis - Cultivo o0 PCR del material prepucial negativo !

Campilobacteriosis - Cultivo 0 PCR del material prepucial negativo !

Brucelosis bovina - BAPA o tarjeta o CF o FPA negativo en suero 43

Leptospirosis bovina - MAT negativo o titulo bajo y estable en suero
5 serovares (L. pomona, L. hardjo, L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. grippotyphosa)

ooagd

4,5

0 VDVB -PCR o aislamiento viral negativo (2 pasadas) en sangre completa 45
0 VDVB - SN o ELISA de anticuerpos negativos (tipos I y 1) en suero o PCR negativo en semen
congelado procesado 6
7. Semana 9 (Dia 63):
[0 Tuberculosis bovina - Prueba intradérmica del pliegue caudal negativa o prueba oficial de
confirmacion *”’

Si el toro tiene 365 dias de edad o mas el dia de ingreso al aislamiento en CSS
Si el toro tiene menos de 365 dias de edad el dia de entrada en el aislamiento en CSS

Si el toro tiene menos de 180 dias de edad el dia de ingreso en el aislamiento en CSS con certificacion veterinaria de alojamiento con
animales de su mismo sexo desde los 30 dias de edad

Realizada al menos 21 dias después de ingresar en aislamiento en CSS
Realizada al menos 30 dias después de la prueba de preingreso

Realizada en cualquier momento durante el periodo de aislamiento o més tarde si el toro no estd en edad de producir semen, pero antes
de la distribucion de su semen.

Realizada al menos 60 dias después de la prueba de preingreso
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