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Presentacion de la tesis

PRESENTACION DE LA TESIS

Esta tesis es un compendio de estudios (un articulo de revision sistemética y cuatro articulos de
investigacion originales) enfocados en la evaluacion del toro como agente responsable de
problemas de infertilidad de origen infeccioso en rebafios criados en régimen extensivo llevados
a cabo en el marco de las Ayudas para la realizacion de Doctorados Industriales en la Comunidad
de Madrid, convocatoria de 2018, con referencia IND2018/BI10-9246. El presente estudio es fruto
de la colaboracion entre la empresa MAEVA SERVET S.L., que presta sus servicios de
consultoria, asesoramiento y formacién en explotaciones ganaderas, asi como el disefio y la
ejecucién de programas sanitarios en las mismas, y la Universidad Complutense de Madrid a
través del Centro de Vigilancia Veterinaria Sanitaria (VISAVET), dedicado al estudio y control

de enfermedades infecciosas presentes en ganado y fauna salvaje, entre otras actividades.

Los articulos de investigacion publicados corresponden con el plan de investigacion presentado
en el actual programa de Doctorado en Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid
(aprobado por Resolucién de 28 de febrero de 2014, BOE 11 de marzo de 2014), siendo producto
del trabajo de la doctoranda durante el tiempo de permanencia de esta en dicho programa. La
decision de publicar la presente memoria de tesis en formato de publicaciones se debe a que estos
cinco articulos de investigacion (cuatro publicados y uno en proceso de revision) exhiben una
cohesién tematica, profundizando en el abordaje de la identificacion, deteccion y diagnostico de
distintos microrganismos causantes de infertilidad en ganado bovino, en concreto en el toro
empleado como semental en monta natural. La publicacion de dichos trabajos cientificos denota
gue la doctoranda, a lo largo de la realizacion de la presente tesis doctoral, ha adquirido
habilidades para el disefio, el desarrollo y puesta a punto de distintas técnicas de laboratorio y el
consiguiente andlisis de los resultados, asi como la aplicacion de herramientas informaticas
empleadas en el diagnostico y caracterizacion de microorganismos. Para la publicacion de dichos
articulos cientificos y el correcto analisis de los resultados de laboratorio, la doctoranda ha
complementado su formacion previa con el aprendizaje del uso de programas bioinforméticos a

través de la Diplomatura y Master en Analisis Bioinformatico impartido de forma on line por la
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Universidad Pablo de Olavide (Sevilla), cursado durante la realizacion de la presente tesis. Asi
mismo, ha colaborado con investigadores del Instituto Tecnoldgico Agrario de Castillay Leon en
Valladolid y la Universidad de Burgos, en colaboracion con los cuales se han publicado algunos
de los articulos de investigacion presentados en esta memoria. Por Gltimo, la doctoranda ha
colaborado con el Departamento de Ciencias Paraclinicas de la Facultad de Veterinaria de la
Norwegian University of Life Sciences (NMBU) durante una estancia de 3 meses (desde el 1 de
agosto hasta el 31 de octubre de 2022) y cuyo trabajo de colaboracion corresponde a estudios
realizados sobre muestras seminales de toros empleados para la cria, relacionado con el tema

principal de la presente tesis doctoral.

A continuacién, se presenta un listado con las referencias completas de los estudios incluidos en

esta tesis doctoral:

- Articulo 1. Estudio titulado “What about the bull? A systematic review about the role of
males in bovine infectious infertility within cattle herds”. Coral Polo, Teresa Garcia-Seco,
Alberto Diez-Guerrier, Lucas Dominguez, Marta Pérez-Sancho. Publicado como articulo
de revision por la revista Veterinary and Animal Science, en el afio 2023, con la referencia
DOI: 10.1016/j.vas.2023.100284

- Articulo 2. Estudio titulado “Exploiting 16S rRNA-based metagenomics to reveal
neglected microorganisms associated with infertility in breeding bulls in Spanish
extensive herds”. Coral Polo, Marta Hernandez, Teresa Garcia-Seco, Victor Fernandez,
Victor Briones, Alberto Diez-Guerrier, David Abad, David Rodriguez-Lazaro, Lucas
Dominguez, Marta Pérez-Sancho. Publicado como trabajo de investigacion original por
la revista Research in Veterinary Sciences, en el afio 2022, volumen 150, con la referencia
DOI: 10.1016/j.rvsc.2022.04.019

- Atrticulo 3: Estudio titulado “Evaluation of PCR assays for Campylobacter fetus detection
and discrimination between C. fetus subspecies in bovine preputial wash samples”. Coral
Polo, Teresa Garcia-Seco, Marta Hernandez, Victor Fernandez, David Rodriguez-Lézaro,

Joaquin Goyache, Lucas Dominguez, Marta Pérez-Sancho. Publicado como trabajo de
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investigacion original por la revista Theriogenology, en el afio 2021, volumen 172, con
la referencia DOI: 10.1016/j.theriogenology.2021.06.020

Articulo 4: Estudio titulado “Molecular detection of Tritrichomonas foetus in bovine
samples: a novel real-time polymerase chain reaction (PCR) assay targeting
EF1-alpha-Tfl and a comparative study of published PCR techniques”. Coral Polo,
Teresa Garcia-Seco, Victor Ferndndez, Marta Herndndez, Victor Briones, Alberto
Diez-Guerrier, Lucas Dominguez, Marta Pérez-Sancho. Publicado on line como trabajo
de investigacion original por la revista Parasitology Research en el afio 2022, con la
referencia DOI: 10.1007/s00436-022-07487-7

Articulo 5. Estudio titulado “Time, temperature and media: the three keys to improve the
recovery of Campylobacter fetus subsp. venerealis from preputial bull samples”. Polo C,
Garcia-Seco T, Fernandez V, Briones V, Diez-Guerrier, A, Alvarez, J, Dominguez, L,

Pérez-Sancho M. En revision.
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Resumen

RESUMEN

La ganaderia bovina extensiva en Espafia es un sector caracterizado por su orientacion prioritaria a
la produccion de carne y cuyo objetivo principal desde un punto de vista productivo es maximizar
la produccion de terneros por vacay afio. Los sistemas de explotacidn extensivos pueden ser capaces
de emplear los recursos naturales del entorno contribuyendo al mantenimiento de ecosistemas
resilientes siempre que se emplee un manejo adecuado de los mismos. Espafia fue el tercer pais en
produccion de vacuno de carne en la Union Europea (UE) en 2020, habiendo generado el 24% de
la carne de ternera. No obstante, los indices de fertilidad anual media de este sector en Espafia son
menores en comparacion al resto de la UE (69% vs. 80%, respectivamente, en el afio 2020), lo que
repercute negativamente en la eficiencia de la produccion. La infertilidad de etiologia infecciosa es
especialmente relevante en ganado bovino criado en extensivo, donde el macho desempefia un papel
importante ya que un Unico macho (o un grupo muy reducido) puede emplearse para la cubricion

de varias hembras.

La presencia de patégenos causantes de infertilidad en machos y la transmision venérea de
patdgenos asociados a infertilidad por los machos son dos elementos esenciales para entender el
papel que tiene el toro en la infertilidad infecciosa a nivel de rebafio. El objetivo de la presente Tesis
es la mejora en el conocimiento sobre el papel del toro como elemento clave en los problemas de
infertilidad de origen infeccioso en rebafios bovinos en extensivo, mediante el estudio de los
patdgenos asociados a infertilidad en el macho, asi como la evaluacion y/o desarrollo de
herramientas diagnosticas de Ultima generacion y tradicionales, con especial atencién a aquellas
mas cominmente empleadas, como son el cultivo y la técnica de PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa), para la deteccion de Campylobacter fetus y Tritrichomonas foetus. Estos son dos
patégenos asociados a infertilidad en bovino de reconocida importancia, tanto en Espafia como a
nivel mundial, para los cuales no existen tratamientos eficaces y que suelen cursar con infecciones
asintomaticas en los toros que pueden actuar como portadores pasando facilmente desapercibidos y

dificultando su control.
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Resumen

En este contexto, en la presente Tesis se llevd a cabo una revision sistematica de la literatura
cientifica mediante cadenas de busqueda en PubMed, Scopus y Web of Science. Fueron
seleccionados 38 articulos (de un total de 2.224) desde 1966 hasta 2022 en los cuales se relacionaba
la presencia de 27 pat6genos diferentes con problemas reproductivos en rebafios compuestos por
machos 0 ambos sexos. Los patégenos mas frecuentemente detectados fueron: Herpesvirus bovino
(BoHV) (identificado por el 26,3% del total de trabajos seleccionados), C. fetus (23,7%), T. foetus
(18,4%), vy el virus de la diarrea virica bovina (BVDV), Ureaplasma spp., y Mycoplasma spp.
(10,5%). Destacd la ausencia de algunos patdgenos con capacidad reconocida para producir

problemas reproductivos en bovino como Histophilus somni, Aspergillus spp. o Candida spp.

Con el fin de profundizar en el conocimiento sobre microorganismos relacionados con la infertilidad
en toros, se realizd un estudio metagendmico en 1029 muestras de lavados prepuciales de machos
criados en régimen extensivo en Espafia (una muestra por toro, donde 944 procedian de animales
procedentes de rebafios con bajas tasas de fertilidad y 85 de animales procedentes de rebafios
reproductivamente sanos). El estudio se realiz6 mediante el analisis de la region hipervariable V3-
V4 del gen que codifica la subunidad 16S del ARNr bacteriano. Se puso de manifiesto la ausencia
de poblaciones bacterianas potencialmente asociadas a infertilidad: i) diversidad alfa de los indices
Shannon (p-valor = 0,745) y Simpson (p-valor = 0,403), y ii) diversidad beta mediante el indice
Bray-Curtis gue no mostré diferenciacion de grupos en base a diferencias en el éxito reproductivo.
No obstante, el anlisis individual de las unidades taxonémicas operativas (Operational Taxonomic
Unit, OTU) mostrd la presencia de un género, Mycoplasma spp. significativamente asociado a
infertilidad (p-valor < 0,001). Asi mismo, se identificé C. fetus en el 2,75% de las muestras, todas
ellas procedentes de rebafios con bajos indices de fertilidad. Por el contrario, otros microorganismos,
como Ureaplasma diversum, fueron detectados en un alto porcentaje de animales de ambos grupos
muestrales, evidenciando la necesidad de profundizar en el conocimiento del verdadero papel de
patdgenos oportunistas asi como sobre los factores que desencadenan su potencial capacidad
patégena. Por ultimo, este estudio subrayo el potencial que tienen nuevos abordajes metodolégicos

disponibles actualmente, como la metagendmica, en el estudio de la infertilidad bovina de caracter
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Resumen

infeccioso para la deteccion de microorganismos que puedan estar pasando desapercibidos en

controles rutinarios o cuyo papel en infertilidad sea desconocido.

Con respecto a la mejora de las técnicas diagnésticas de microorganismos de conocido efecto sobre
la fertilidad bovina, esta tesis se centr6 en dos patégenos, C. fetus y T. foetus. Respecto al
diagndstico de C. fetus mediante la técnica PCR, se realiz6 un estudio comparativo de protocolos
dirigidos sobre diez dianas moleculares: i) los genes 16S del ARNTr, gyrB, cpn60, cstA, cdtB y nahE
para la identificacion de la especie C. fetus, y ii) los genes ISCfel, sapB2, parA y virB11 para la
diferenciacion de las subespecies C. fetus subsp. venerealis (Cfv) y C. fetus subsp. fetus (Cff). Se
propuso una nueva técnica de PCR en tiempo real basada en un protocolo de pirosecuenciacion
sobre el gen gyrB que mejoraba las ratios de deteccion de C. fetus en muestras prepuciales de toros
(siendo capaz de detectar el 95,1% de las muestras positivas) en comparacion con otros protocolos
de PCR previamente publicados. La diferenciacion de subespecies de C. fetus es importante para el
diagnéstico de la campilobacteriosis genital bovina (CGB), enfermedad de declaracion obligatoria
causada por Cfv, sin embargo, los resultados del trabajo demostraron la dificultad para la

discriminacion de subespecies mediante las técnicas PCR evaluadas.

Respecto a T. foetus (causante de la tricomonosis, enfermedad de declaracion obligatoria en
Espafia), se evidencio la escasez de dianas genéticas disponibles para su deteccion mediante PCR
siendo la préactica totalidad de estos protocolos basados en la region que comprende el gen del 18S,
5.8S, y 28S del ARN ribosémico y los espaciadores internos de la transcripcion 1y 2 (ARNr-ITS).
Esta region es altamente homéloga en el género Tritrichomonas, lo que podria dar lugar a reacciones
cruzadas con otras especies. Asi, se seleccionaron cinco protocolos publicados basados en esta diana
para evaluar su rendimiento diagndstico. La disponibilidad de dianas alternativas para la
confirmacion de casos positivos a T. foetus en muestras clinicas puede ser de gran interés. Sin
embargo, tan solo se han descrito: i) el microsatélite TfRE para el que existe publicada una Unica
PCR convencional (también evaluada en este estudio comparativo) y ii) el gen que codifica la beta-
tubulina 1 que corresponde a un kit comercial que carece de informacion publicada. En esta

situacion, en la presente Tesis, se disefid y evalud una nueva técnica PCR basada en el gen EF1-
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alfa-Tf1. Este protocolo present6 una elevada concordancia (coeficiente kappa de Cohen = 0,967)
con la técnica de PCR tomada como referencia [McMillen y Lew, 2016 (sefialada por la WOAH
como opcion valida para la deteccion de T. foetus). Asimismo, esta nueva técnica fue capaz de

detectar 5,75 copias del genoma de T. foetus sin mostrar amplificaciones inespecificas.

Por Gltimo, se establecié un protocolo de cultivo (técnica de referencia para el diagndstico de la
CGB) para Cfv a partir de muestras clinicas de toros mediante un estudio comparativo de cinco
medios de transporte (Lander, Stuart, Weibridge, Thoman y PBS), tres medios de enriquecimiento
(Preston, Brucella y Bolton) y tres medios de aislamiento (Agar sangre, Preston y Skirrow) bajo
distintas combinaciones de temperatura (21+2°C y 4°C) y tiempo (24h y 48h) para el transporte de
las muestras, y diferentes estrategias de cultivo en placa [empleo de filtros (de 0,45um y 0,65um de
didmetro de poro) y temperaturas de cultivo (37°C y 42°C)] con el objetivo de limitar el crecimiento
de microorganismos que pudieran competir con Cfv para maximizar su recuperacion. Los mejores
resultados fueron obtenidos con el medio de transporte Lander (donde fue sustituido el 5-fluoracilo
por anfotericina B) conservado hasta 24h a una temperatura constante de 21+2°C, en combinacion
con el medio de enriquecimiento Preston (cultivado a 37°C durante 48h) y posteriormente sembrado

en los medios solidos Preston o Skirrow incubados a 37°C durante 4 dias en microaerofilia.

En conclusion, los resultados de la presente memoria de Tesis doctoral demuestran la necesidad de
realizar mas estudios acerca de las causas de infertilidad bovina de caracter infeccioso centrados en
el verdadero papel del macho, asi como de la utilidad de nuevas técnicas moleculares como los
analisis metagenémicos, para la deteccion, estudio, y en dltima instancia, control de
microorganismos que puedan estar pasando desapercibidos mediante herramientas diagnosticas de
uso rutinario. De igual modo, en referencia a las técnicas diagndsticas rutinarias mas cominmente
empleadas para la deteccion de C. fetus y T. foetus (cultivo y PCR), se ha puesto de manifiesto las
limitaciones de las opciones actuales y la susceptibilidad de mejora de dichas herramientas en

términos de rendimiento diagnostico, proponiendo nuevos protocolos para este fin.
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SUMMARY

In Spain, extensive cattle farming is a sector characterized by its priority orientation towards beef
production and whose main objective from a productive point of view is to maximize the number
of calves per cow and year. Extensive production systems may be able to use the natural resources
of the environment, contributing to the maintenance of resilient ecosystems if they are properly
managed. In 2020, Spain generated the 24 % of beef within the European Union (EU), being the
third main beef producing country. However, the average annual fertility rates of this sector in
Spain are lower compared to the rest of the EU (69% vs. 80%, respectively, in 2020), which has
a negative impact on farm efficiency. Infectious infertility is particularly relevant in extensive
cattle, where the bulls play an important role since a single male (or a very small group) can be

used to breed several females.

The presence of pathogens that cause infertility in males and the venereal transmission of
pathogens associated with infertility by males are two essential elements to understand the role
of the bull in infectious infertility within the herd. The objective of this thesis is to improve
knowledge about the role of the bull as a key element in infertility problems of infectious origin
in extensive cattle herds, through the study of pathogens associated with infertility in the male, as
well as the evaluation and/or development of new and traditional diagnostic tools, with special
attention to those most commonly used, culture and PCR (polymerase chain reaction) technique,
for the detection of Campylobacter fetus and Tritrichomonas foetus. These are two pathogens of
recognized importance associated with bovine infertility, both in Spain and worldwide, for which
there are no effective treatments causing frequently asymptomatic infections in bulls that can act

as carriers, easily going unnoticed hindering their control.

In this context, a systematic review of the scientific literature was carried out through search
strings in PubMed, Scopus, and Web of Science. A total of 38 articles (out of 2,224) were selected
from 1966 to 2022, in which the presence of 27 different pathogens was related to reproductive
problems in male and male-female herds. The most frequently detected pathogens were: bovine

herpesvirus (BoHV) (identified by 26.3% of all selected articles), C. fetus (23.7%), T. fetus
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(18.4%), and the virus bovine viral diarrhea (BVDV), Ureaplasma spp., and Mycoplasma spp.
(10.5% each), highlighting the absence of some pathogens with a recognized ability to cause

reproductive problems in cattle, such as Histophilus somni, Aspergillus spp. or Candida spp.

To complete the knowledge about microorganisms associated with bull’s infertility, a
metagenomic study was carried out on 1029 samples of preputial washes from males within
extensive farms in Spain (one sample per bull, where 944 came from animals from herds with
low fertility rates and 85 from animals from reproductively healthy herds). The study was carried
out by analysing the hypervariable region V3-V4 of the gene that encodes the 16S of bacterial
rRNA. The absence of bacterial populations potentially associated with infertility was revealed:
i) alpha diversity of the Shannon (p-value = 0.745) and Simpson (p-value = 0.403) index, and ii)
beta diversity using the Bray-Curtis index which did not show group differentiation based on
reproductive success. However, the individual analysis of the operational taxonomic units
(Operational taxonomy Unit, OTU) showed the presence of one genus, Mycoplasma spp.
significantly associated with infertility (p-value < 0.001). Likewise, C. fetus was identified in the
2.75 % of the samples, all of them from herds with low fertility. On the contrary, other
microorganisms, such as Ureaplasma diversum, were detected in a high percentage of animals
from both sample groups, making evident the need to improve the knowledge about the true role
of opportunistic pathogens, as well as factors that trigger their potential pathogenic capacity.
Lastly, this study highlighted the potential of new available methodological approaches, such as
metagenomics, in the study of bovine infectious infertility for detection of microorganisms that

may be going unnoticed in routine controls or whose role in infertility is unknown.

Regard to the improvement of diagnostic techniques for detection of microorganisms with a
recognized effect on bovine fertility, this thesis focused on two pathogens, C. fetus and T. foetus.
Regarding the diagnosis of C. fetus by PCR, a comparative study of published protocols was
carried out on ten molecular targets: i) the 16S rRNA genes, gyrB, cpn60, cstA, cdtB and nahE
for the identification of the C. fetus, and ii) the genes ISCfel, sapB2, parA and virB11 for the

differentiation of C. fetus subsp. venerealis (Cfv) and C. fetus subsp. fetus (Cff). A new real-time
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PCR technique based on a pyrosequencing protocol on the gyrB gene was proposed. This protocol
improved the detection rates of C. fetus in preputial samples from bulls (being able to detect
95.1% of positive samples) compared to other previously published PCR protocols. The
differentiation of C. fetus subspecies is important for the diagnosis of bovine genital
campylobacteriosis (BGC), a notifiable disease in Spain caused by Cfv, however, our results

demonstrated the difficulty for subspecies discrimination using the evaluated PCR techniques.

Regarding T. foetus (causing trichomonosis, a notifiable disease in Spain), the low number of
genetic targets available for its detection by PCR technique was evidenced, where practically all
of these protocols are based on the region that includes the 18S gene, 5.8S, and 28S RNAr and the
internal transcription spacers 1 and 2 (rRNA-ITS). This region is highly homologous among
members of the genus Tritrichomonas spp., which could lead cross-reactions with other species.
Thus, five published protocols based on this target were selected to evaluate their diagnostic
performance. So, the availability of alternative targets for T. foetus confirmation cases on clinical
samples may be of great interest. However, only the two alternative targets have been described:
i) the TfRE microsatellite for which a single conventional PCR has been published (also included
in this comparative study) and ii) the gene that encodes beta-tubulin 1 that corresponds to a
commercial PCR kit without published information. In this context, a new PCR technique based
on the EF1-alpha-Tf1 gene was designed and evaluated in this Thesis. This protocol showed high
concordance (Cohen's kappa coefficient = 0.967) with the reference PCR [McMillen and Lew,
2016 (indicated by the WOAH as a valid option for the detection of T. foetus). Likewise, this new
technique was able to detect 5.75 copies of the T. foetus genome without non-specific

amplifications.

Finally, a culture protocol (reference technique for the diagnosis of BGC) for Cfv was established
from clinical bulls samples through a comparative study of five transport media (Lander, Stuart,
Weibridge, Thoman and PBS), three enrichment media (Preston, Brucella and Bolton) and three
agar media (Blood agar, Preston and Skirrow) under different combinations of temperature (21+2

°C and 4 °C) and time (24 h and 48 h) for sample transport, and different plate culture strategies
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[filters use (0.45 um and 0.65 pm pore diameter) and culture temperatures (37 °C and 42 °C)]
with the aim of maximizing Cfv recovery and limiting the presence of other fast growing
microorganisms that could compete with Cfv. The best results were obtained with Lander’s
transport medium (where 5-fluorouracil was replaced by amphotericin B) stored up to 24 h at
constant temperature of 21+2 °C, in combination with Preston’s enrichment medium (cultured at
37 °C for 48 h), and subsequently cultured in Preston or Skirrow agar media incubated at 37 °C

during 4 days in microaerophile atmosphere.

In conclusion, the results of this Thesis demonstrate the need for more studies about the causes of
bovine infectious infertility focused on the true role of the male, as well as the usefulness of new
molecular techniques such as metagenomic analysis for the detection, study, and ultimately,
control of microorganisms that may be going unnoticed through diagnostic tools. Similarly, in
reference to the diagnostic techniques most used for C. fetus and T. foetus detection (culture and
PCR), the limitations of the current tools and the susceptibility of improving it in terms of

diagnostic performance have been showed, proposing new protocols for this goal.
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1. INTRODUCCION

1.1. El sector ganadero y su importancia en el contexto global actual

El informe de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO), titulado “How to Feed the World in 2050 (Le Mouél y Forslund 2017) prevé que la
poblacién mundial se sitle en una cifra en torno a los 9.000 millones de personas para el afio
2050. Para cubrir las necesidades alimentarias de la poblacion futura, la FAO estima que es
necesario aumentar la produccién total de alimentos aproximadamente un 70% con respecto a la
produccién actual, donde la produccion de carne deberia aumentar en mas de 200 millones de
toneladas anuales (Le Mouél y Forslund 2017). Esta perspectiva de futuro, unida a la necesidad
de establecer sistemas productivos capaces de adaptarse al cambio climéatico que se viene
registrando desde hace décadas, de acuerdo a lo expuesto en Gltima Cumbre Mundial por el
Cambio Climatico (Laybourn-Langton et al. 2022), hace que sea necesario plantear una mejora
de la eficiencia de los sistemas productivos. En este contexto, diferentes autores han subrayado la
necesidad de incrementar la inversion en investigacion y desarrollo para un crecimiento

productivo cuya huella ambiental sea la minima posible ( Peyraud y Macleod 2020).

Del mismo modo, este crecimiento en la produccién animal esta contemplado en un informe de
la Comision Europea de 2020 titulado “Future of EU livestock: how to contribute to a sustainable
agricultural sector?” (Peyraud y Macleod 2020) que recoge informacion sobre como la ganaderia
en la actualidad afecta de forma negativa al entorno a través del consumo de recursos y la
alteracion de flujos fisico-quimicos tan importantes para la vida en el planeta como son el ciclo
de los nutrientes, los gases de efecto invernadero o las sustancias tdxicas que tienen a su vez un
impacto negativo en la salud humana y animal asi como en el funcionamiento de los ecosistemas
de los que dependemos (Peyraud y Macleod 2020). En concreto, se ha estimado, entre otros
aspectos negativos, que el sector bovino genera mas del 70% de las emisiones de gases de efecto

invernadero (Cusack et al. 2021), contribuye a la contaminacion de aguas mediante la
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acumulacion de nitratos y fosfatos (Cesoniene et al. 2019), y presenta una baja eficiencia con
respecto a la conversion de recursos naturales (como el uso de agua y de suelo) en productos
comestibles (Gerber et al. 2015). En este contexto, las actuales demandas del mercado y la
prevision futura sobre la produccidn de alimentos necesarios en este planeta (que se encuentra
bajo los efectos del calentamiento global registrados) refuerzan la necesidad de un cambio
dirigido hacia sistemas mas competitivos y eficaces con un impacto ambiental minimo

(Greenwood 2021; Laybourn-Langton et al. 2022).

En términos generales, el sector bovino se puede diferenciar en dos grupos principales en funcién
de su aptitud: i) el destinado a la produccién de leche donde la produccion se lleva a cabo,
principalmente, a través de sistemas intensivos y ii) el destinado a la produccién de carne donde
existen explotaciones de vacas nodrizas y toros reproductores, cuyo principal objetivo es
maximizar la produccion de terneros por vaca y afio, y que suelen ser criados en sistemas de
produccién extensivos (Gonzalez-Rodriguez 2016; Endres y Schwartzkopf-Genswein 2017;
MAPA 2020). No obstante, es importante considerar que en Espafia existen cebaderos para el
engorde de los terneros destetados, en una fase previa a la comercializacion de su carne y otros

productos, que siguen un modelo de explotacion intensiva (MAPA 2020).

1.2. El sector vacuno de carne y la ganaderia extensiva: importancia ambiental y econdémica

Frecuentemente, hablar de ganaderia extensiva en Espafia equivale a hablar de explotaciones
gestionadas por nudcleos familiares ligados a espacios rurales (Gonzalez-Rodriguez 2016), con un
numero reducido de cabezas de ganado por explotacién destinadas fundamentalmente a la cria de
terneros (MAPA 2018, 2020) y donde rara vez se emplea la inseminacién artificial (1A) (Joya et
al. 2011) como sistema de reproduccion, siendo la monta natural el método méas ampliamente
empleado (Montoya-Monsalve et al. 2021). Las cubriciones se realizan cuando las nodrizas, tanto

vacas como novillas (eralas si son novillas de 2 afios y utreras si tienen 3 afios), entran en periodos
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de celo. El celo suele ser ciclico cada 21 dias, aunque en vacas criadas en régimen extensivo, este
puede estar ausente debido al estrés ambiental [por ejemplo, debido a la escasez de alimento en
determinados periodos del afio (D’Occhio et al. 2019), 0 a la existencia de temperaturas muy

elevadas (Rutledge et al. 1999)].

El impacto de las condiciones ambientales en las explotaciones extensivas ha motivado que los
ganaderos frecuentemente monitoricen los celos para realizar las cubriciones en momentos del
afio muy concretos, de tal modo que el desarrollo embrionario y los partos tengan lugar cuando
las condiciones ambientales sean las mas idoneas (Griffith et al. 2017; Madruga et al. 2019). Esto
se traduce en una dependencia de los sistemas bovinos extensivos con respecto a las
caracteristicas del terreno, las condiciones climéticas y la disponibilidad de recursos naturales
donde son criados los animales (Rubio y Roig 2017; Gaitan et al. 2020), p.ej., en Espafia es comun
que el ganado bovino criado en extensivo se alimente durante casi la totalidad del afio de pastos
que crecen en el medio (Gonzalez-Rodriguez 2016; Rubio y Roig 2017). Se ha de considerar que
Espafia es uno de los Estados miembros de la Unién Europea (UE) con una mayor extension de
terreno y diversidad de sistemas ganaderos en extensivo (basados en el aprovechamiento de
pastos) en comparacion con el resto de paises de la UE (San Miguel Ayanz et al. 2016). Debido
a estas caracteristicas de la produccién bovina extensiva en Espafia, este sector es especialmente

vulnerable a los efectos del cambio climatico en nuestro pais.

Pese a los potenciales efectos negativos previamente mencionados de la ganaderia bovina en el
medio, esta también puede contribuir a reducir los efectos negativos asociados a la produccién
animal a través de estrategias muy diferentes, como por ejemplo el empleo de los desechos como
fertilizantes orgénicos en el sector agricola o el favorecimiento de sistemas de explotacién
extensivos, los cuales, mediante un manejo adecuado, pueden ser capaces de aprovechar de una
forma eficiente los recursos naturales del entorno (Herrera 2020; Peyraud y Macleod 2020) a la
vez que son capaces de soportar ecosistemas resilientes con un elevado grado de biodiversidad
(Mearns 1996; Steiner et al. 2014; San Miguel Ayanz et al. 2016; Herrera 2020; Peyraud y

Macleod 2020; Rodriguez-Rojo et al. 2022). EI mantenimiento de ecosistemas con un alto grado
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de biodiversidad supone una serie de beneficios como son, p.ej., mantener un alto grado de
fertilidad de los suelos (Franzluebbers et al. 2012; San Miguel Ayanz et al. 2016; Roche-Ramo
2021) o disminuir los efectos negativos relacionados con la presencia de patdgenos y
enfermedades emergentes (Morand 2020), presumiblemente esta relacion puede explicarse
mediante la hipotesis empleada en el ambito de la ecologia llamada ‘dilution effect’ con la que
poblaciones con un mayor nimero de especies diferentes, en las que existen multitud de relaciones
como p.ej depredador-presa o parasito-hospedador, entorpecen de forma directa o indirecta la
transmision de patogenos (Rohr et al. 2020). Por otra parte, en Espafia, el sector vacuno criado en
régimen extensivo se basa en su mayoria en variedades autéctonas y sus cruces (pertenecientes a
la especie Bos taurus) (Gonzalez-Rodriguez 2016; MAPA 2016), donde las variedades autoctonas
estan adaptadas al medio y, por consiguiente, permiten obtener una produccioén mas eficiente (de
la que se obtendria si los animales se vieran sometidos a estrés ambiental al vivir en entornos para
los que no estan adaptados) a la vez que representan una valiosa reserva genética (Alonso et al.
2007; Melletti y Burton 2010; Gonzalez-Rodriguez 2016; Sanin et al. 2016; Ahmad et al. 2020),
y una estrategia fundamental para la mitigacion de los efectos del cambio climatico en la

ganaderia (Herrera 2020).

La ganaderia bovina extensiva en Espafia no solo es un sistema de produccion potencialmente
adecuado para minimizar y mitigar los efectos del cambio climatico, sino que, ademas, resulta ser
un sector importante en la economia del pais. El sector de vacuno de carne representa
aproximadamente el 14,3% de la produccion ganaderay el 5,5% de la produccion agraria (MAPA
2021). En la UE, Espafia fue en 2020 el tercer pais en importancia para el sector de vacuno de
carne tras Francia y Alemania, habiendo generado 677 mil toneladas de carne (MAPA 2021), el
24% de la carne de ternera y el 7,6% de la carne de res (Eurostat 2021). En 2020, las exportaciones
espafolas se incrementaron en 1,9% hasta superar en valor los 1.128 millones de euros, mientras
que las importaciones se redujeron en un 23% hasta los 787.2 millones de euros (MAPA 2021).
En cuanto a la importancia econdmica del sector bovino extensivo en Espafia, cabe destacar que

el mantenimiento de sistemas de aprovechamiento de pastos mediante la ganaderia extensiva
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implica la existencia de una actividad econémica que produce alimentos de elevada calidad
nutricional, la creacion de puestos de trabajo en territorios econémicamente marginales (p.ej.
espacios rurales), el empleo como medida para la prevencion de incendios forestales y en la
conservacion de determinados hébitats y especies ( Rubio y Roig 2017), servicios invaluables

desde un punto de vista econémico.

No obstante, la ganaderia bovina extensiva en Espafia, tal cual la conocemos hoy en dia, puede
ser un sistema poco rentable. Desde 2017 el margen de ganancias para los ganaderos de vacuno
de carne presenta una tendencia a la baja debido principalmente al encarecimiento de las materias
primas (MAPA 2021). A este encarecimiento de las materias primas, a menudo se suman pérdidas
econdmicas debidas a problemas de infertilidad en los rebafios que se traducen en una
disminucién del rendimiento productivo (Esslemont et al. 2001; Prevatt et al. 2018; Alzuguren et
al. 2020), y que a su vez contribuyen al aumento de la huella ecolégica (Peyraud y Macleod 2020).
Por todo ello, la mejora de la fertilidad de los rebafios bovinos extensivos en Espafia es una de las
estrategias a seguir en pos de la optimizacion de la eficiencia de estos sistemas de produccion asi
como de la potenciacién de la eficiencia econdmica de los mismos y la disminucién de su huella

ecoldgica.

1.3. La infertilidad en las explotaciones extensivas bovinas

Respecto a la definicién de infertilidad bovina, cabe destacar la ausencia de un consenso a nivel
internacional, pudiéndose considerar similar a la definicion establecida en humanos entendida
como la incapacidad para la produccion de descendencia viable en un periodo determinado de
tiempo (Givens 2006; Butler et al. 2020). En consecuencia, entendemos por infertilidad o
subfertilidad en bovino, la incapacidad o capacidad reducida, respectivamente, temporal para la
produccion de descendencia viable. Cuando esta incapacidad de dar lugar a descendencia viable

no es temporal si no que es permanente a lo largo de la vida de los animales, se hablaria de
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esterilidad. De este modo, los conceptos de infertilidad y subfertilidad abarcan desde la etapa de
formacion de gametos viables y su capacidad para que tenga lugar la fecundacion, hasta la fase
de desarrollo embrionario y fetal durante la gestacion incluyendo la etapa perinatal de los terneros
(Givens 2006). Existen diferentes parametros mediante los cuales se evalla la fertilidad de los
rebafios bovinos, pero el indice mas importante para la medida de la fertilidad en rebafios en
extensivo es el porcentaje de terneros destetados por afio con respecto al total de vacas nodrizas

(MAPA 2018, 2020).

En Espafia, de acuerdo con la publicacion de Sanz y colaboradores (Sanz et al. 2013), la fertilidad
media de la cabafia de vacas nodrizas en 2013 era del 65,4% mientras que en la UE se situaba en
el 82,5%. Posteriormente, un informe sobre la situacion de vacuno extensivo en 2016 indicé que
la fertilidad media de los rebafios en Espafia se situaba en el 68% mientras que en la UE era del
86% (Gonzalez-Rodriguez 2016). Datos mas recientes procedentes del Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacion del Gobierno de Espafia (MAPA), indican que en el sector vacuno de carne
la fertilidad media en 2020 de la cabafia ganadera espafiola [relacion entre el nimero total de
terneros registrados en el afio (total hijos) y el nimero de vacas nodrizas presentes (total madres),
expresada en porcentaje] fue de un 69,5% (SITRAN 2021). No obstante, la fertilidad varia en
funcion de la variedad bovina a la que hagamos referencia, siendo la variedad Morucha la que
mayor fertilidad presenta, con un 77,8%, a la que le sigue muy de cerca la Avilefia-Negra Ibérica,
con un 75,57% (SITRAN 2021). Estos datos también varian en funcién de las distintas zonas de
produccién, donde la zona de dehesa cuenta con un valor medio de 71,5%, situandose por delante
de la cornisa cantabrica (68,2%) y el pirineo (65,2%) (SITRAN 2021). Estos datos sugieren que
los indices de fertilidad de los rebafios podrian depender del medio en el que son criados los
animales, asi como la variedad de los mismos. No obstante, también interfieren otros muchos
factores como el manejo de la reproduccion en explotaciones ganaderas o la presencia de
patdgenos causantes de infertilidad, pudiendo afirmar, por tanto, que las causas de infertilidad en

bovino son mdltiples.
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1.4. Causas de infertilidad en ganado bovino

En un primer lugar, la fertilidad en bovino implica el correcto desarrollo de diversos procesos
fisioldgicos que tienen lugar desde el desarrollo embrionario hasta el fin de la pubertad, lo que
permitira, con la implicacion de ambos sexos (machos y hembras), llevar la gestacion de la
descendencia a término con éxito (Kenny et al. 2018). Es por ello que las causas de infertilidad
en bovino, no solo son amplias si no que pueden tener su efecto a distintos niveles (p.ej. desde el
desarrollo embrionario o puberal de un individuo hasta la prefiez en las hembras). En la presente
memoria de tesis doctoral, se han dividido las causas de infertilidad bovina en funcion de su

naturaleza en: i) causas no infecciosas, y ii) causas infecciosas.

1.4.1. Causas de infertilidad bovina de caracter no infeccioso

Las causas de infertilidad de caracter no infeccioso abarcan multitud de factores muy diversos. El
correcto manejo de los animales es fundamental para obtener buenos indices de fertilidad. Es
importante tener en cuenta el peso vivo adulto (PVA) de las nodrizas para determinar cuando
pueden emplearse para la cria (PVA en torno al 65% o superior), ya que dicho indice parece ser
un indicativo de fertilidad mucho mas adecuado que otros, como por ejemplo, el de la edad

(Madruga et al. 2019; Kasimanickam et al. 2021).

De igual modo, la alimentacién de la hembra durante el periodo gestacional es crucial para llevar
a término con éxito la gestacion asi como la cria de los terneros (Noya et al. 2019; Zago et al.
2020). Las deficiencias nutricionales durante el periodo de desarrollo y apareamiento en bovinos
se han relacionado con un bajo rendimiento reproductivo en el que se ven alterados los niveles de
diferentes hormonas (Kenny y Byrne 2018; D’Occhio et al. 2019; Zekarias et al. 2019) que
regulan la capacidad reproductiva en hembras [como leptina, IGF-1 y grelina (D’Occhio et al.

2019)] y machos [por ejemplo IGF-1, insulina o leptina (Kenny y Byrne 2018)].
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Adicionalmente, en el caso de los animales en extensivo, que comen pastos, pueden ingerir plantas
toxicas como Datura stramonium o Taxus baccata (Cortinovis y Caloni 2015) que pueden afectar
de forma negativa a su estado fisico, y en consecuencia a su capacidad reproductiva. A parte de
las plantas catalogadas como toxicas para el ganado, durante periodos de sequia, muchas otras
plantas que a priori no suponen un peligro, pueden acumular mayor cantidad de nitratos en sus
tejidos que no son capaces de eliminar mediante su conversion en amonio, resultando de este

modo toxicas para el ganado (Tokarnia et al. 2002; Riet-Correa et al. 2012).

Por otra parte, existen otros factores de manejo que influyen en el buen estado de salud de los
rebafios y que presentan gran relevancia en el mantenimiento de un buen nivel productivo en las
explotaciones, p.ej. el empleo de programas de vacunacion contra enfermedades de caracter
infeccioso (Czerkawski et al. 2013) o, como indican estudios recientes, la importancia que podrian
tener las poblaciones microbianas del rumen de hembras empleadas para la cria (Terry et al.
2021). Por supuesto, las enfermedades infecciosas y parasitarias pueden jugar un papel critico en

la fertilidad siendo el principal objetivo de estudio de la presente memoria de tesis doctoral.

Por otra parte existen enfermedades genéticas (congénitas) en el ganado bovino, que si bien son
enfermedades poco frecuentes, pueden afectar gravemente a la fertilidad cuando existen, como la
hipoplasia gonadal y freemartinismo (Steffen 1997; Zekarias et al. 2019). También es importante
tener en cuenta el fondo genético de los animales a través de, p.ej., estudios de rasgos fenotipicos
heredables asociados a fertilidad. Este tipo de estudios se han centrado fundamentalmente en las
hembras, habiéndose identificado muy pocos rasgos heredables identificados que se asocien a
fertilidad en machos (Butler et al. 2020). En las hembras, se ha establecido que los rasgos
asociados comunmente a fertilidad tienen una heredabilidad muy baja (Moorey y Biase 2020;
Meier et al. 2021) y parece que podria ocurrir lo mismo en el caso de los machos (Butler et al.
2020). Por ello, actualmente se investiga la existencia de rasgos (y los genes que los codifican),
en ambos sexos, que puedan ser asociados a fertilidad y cuya heredabilidad sea mas elevada

(Butler et al. 2020; Meier et al. 2021) y de este modo mantener, mediante el cruzamiento de
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animales portadores de caracteres asociados a fertilidad, elevados indices de fertilidad en la

descendencia gque a su vez sera empleada para la cria.

Otro factor que puede afectar negativamente a la fertilidad de los rebafios son aquellas lesiones
que tengan como consecuencia la incapacidad de producir descendencia viable, p.ej., la torsion
de utero en las hembras debido a un peso excesivo del feto o pardlisis obstétrica (Aubry et al.
2008; Zekarias et al. 2019), asi como lesiones genitales producidas durante la monta o la recogida

de semen en el caso de los machos (Bellenger 1971; Wolfe 2018).

No menos importante es el efecto que la temperatura y otros elementos climéticos tienen sobre la
fertilidad del ganado bovino. El rango de temperatura considerada neutral en ganado bovino
(temperatura corporal =38-39°C) se sitla entre 16°C y 25°C. Cuando las temperaturas
ambientales suben y la temperatura corporal de los bovinos se eleva por encima de la normal es
cuando la fertilidad de dichos animales empieza a verse alterada (Kamal et al. 2018). En paises
templados, el estrés por calor durante los veranos es un factor importante relacionado con la
infertilidad de los rebafios (Rutledge et al. 1999; De Rensis y Scaramuzzi 2003; Morrell 2020).
Dicho estrés debido al calor parece reducir la duracion e intensidad del estro y aumentar la
incidencia del anestro y de ovulacién silenciosa (De Rensis y Scaramuzzi 2003). La formacion de
gametos también es sensible a la temperatura; por ejemplo, en hembras existen evidencias de que
el desarrollo de los ovocitos es sensible a la temperatura (Rutledge et al. 1999). De igual modo,
en machos el rango de temperatura es importante para una correcta espermatogénesis (Morrell
2020). El ambiente intrauterino también se ve comprometido en vacas sometidas a estrés por
calor, habiendo una disminucién del flujo sanguineo al Gtero y un aumento de la temperatura
uterina capaz de inhibir el desarrollo embrionario, aumentando la probabilidad de pérdida
embrionaria temprana (Putney et al. 1988; Rivera y Hansen 2001). Menos estudiado, pero igual
de importante, es el estrés debido a la exposicion a temperaturas muy bajas. Los ambientes muy
frios también alteran el sistema metabolico y endocrino para ayudar a mantener el calor corporal

(Gwazdauskas 1985).
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1.4.2. Infertilidad bovina de caréacter infeccioso

Por otra parte, entre las causas infecciosas de infertilidad en ganado bovino, podemos encontrar
multitud de publicaciones cientificas sobre agentes infecciosos, pudiéndose diferenciar cuatro
grupos de patdgenos: i) bacterias, ii) parsitos iii), virus y iv) hongos (Givens 2006; Givens y

Marley 2008; Yoo 2010).

Muchos de estos agentes infecciosos son zoonosicos. Por ejemplo, Campylobacter fetus es capaz
de transmitirse a humanos tanto por el contacto directo con animales infectados como a través del
consumo de productos contaminados con esta bacteria (Wagenaar et al. 2014). En este escenario,
el estudio de la infertilidad bovina por causas infecciosas no solo es un area de interés en el campo
de la sanidad animal sino que también puede serlo en el area de la salud pablica ya que los
animales pueden ayudar a mantener estos patdgenos en circulacion y contribuir a su transmision

al hombre.

Algunos de los patdgenos asociados a infertilidad bovina se consideran patégenos primarios como
Tritrichomonas foetus, mientras que otros se clasifican como patdégenos oportunistas [como
Aspergillus spp. (Yoo 2010), o Ureaplasma diversum (Diaz et al. 2019; Santos Junior et al.
2021)]. En términos generales, muchas bacterias producen sustancias antimicrobianas que
controlan la colonizacion del medio por parte de otras bacterias en una relacién competitiva.
Cuando esta poblacion bacteriana se ve alterada, la proliferacion excesiva de unas pocas especies
normalmente genera sintomas indeseados en los animales. Uno de estos sintomas en bovino, y
otras especies de mamiferos, puede ser la infertilidad en hembras por el desarrollo de afecciones
como p.ej. la vaginosis debida a disbiosis u otros fendbmenos que alteran la composicion de las

poblaciones microbianas de la vagina (Adnane y Chapwanya 2022).

También han sido descritas coinfecciones y relaciones sinérgicas entre agentes infecciosos. Un
ejemplo se presenta en el trabajo de Szenci y colaboradores (Szenci et al. 2016) donde se observé

que las coinfecciones causadas por el herpesvirus bovino tipo 4 (BoHV-4) y la bacteria
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Histophilus somni parecian extender el periodo de servicio de las vacas afectadas. No obstante,
esta clase de trabajos es muy escasa por lo que es dificil valorar el impacto de las coinfecciones
y relaciones sinérgicas entre patdgenos en los problemas de fertilidad del ganado bovino. La
implementacion de herramientas laboratoriales, como técnicas metagendémicas, que permitan
estudiar la composicién de poblaciones microbianas en el tracto reproductor de hembras y machos

permitiria arrojar luz en este campo.

Dentro del amplio nimero de patégenos asociados a infertilidad, la patogenia y la manifestacion
clinica de algunos de ellos puede variar en funcion de diferentes variables, como el sexo. De este
modo, Campylobacter fetus subsp. venerealis (Cfv) produce frecuentemente una infeccion
asintomatica en machos [recientemente se ha observado que puede afectar negativamente a la
calidad del esperma en experimentos in vitro (Cagnoli et al. 2020)], mientras que en hembras, las
infecciones por Cfv se traducen en una diversidad de fallos reproductivos como estros irregulares
0 mortalidad embrionaria y fetal (WOAH 2021). Del mismo modo, Tritrichomonas foetus da
lugar a una infeccion normalmente asintomatica en machos capaz de mantenerse durante largos
periodos de tiempo, mientras que en las hembras es responsable de inflamacién genital y muerte

embrionaria (Michi et al., 2016).

Para afladir un elemento méas en la complejidad del abordaje de la infertilidad infecciosa en
bovino, se ha descrito que, dependiendo de la especie microbiana, la infertilidad puede ser uno de
los sintomas caracteristicos de la infeccion o puede ser un sintoma secundario producto de la
debilidad del animal y su mal estado fisiol6gico, por lo que la asociacion de algunos patdgenos a
infertilidad infecciosa en bovino resulta ser un tema controvertido. Dos ejemplos de estas dos
situaciones son Brucella abortus y Echinococcus granulosus, respectivamente. Asi, B. abortus
afecta de forma directa al parénquima testicular en toros disminuyendo la calidad espermatica
(Joya et al. 2011) lo que se traduce en bajos indices de fertilidad. Por su parte, E. granulosus
puede causar debilidad y un mal estado fisiologico que derive en problemas reproductivos, entre
otros. El parasito E. granulosus es el agente etioldgico de la hidatidosis, cuyos sintomas

dependeran del 6rgano afectado y del tamafio y numero de los quistes a los que dé lugar en
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distintas localizaciones (Budke 2002), que normalmente se localizan en el higado y pulmones en
ganado bovino, mientras que en otras especies animales también se han encontrado en testiculos
y Gtero (Budke 2002). El desarrollo y aumento del nimero de los quistes en los drganos afectados
desencadena procesos patolégicos que desembocan en un desarrollo deficiente de los animales.
Como consecuencia, en el ganado bovino afectado es comdn observar una disminucion en la
produccion de leche y carne asi como un menor ratio de nacimientos que pueden relacionarse con

la debilidad que infecciones por E. granulosus causan en las hembras (WOAH 2011).

1.5. El papel de los machos en los problemas de infertilidad en el rebafio

Cuando se profundiza en el estudio de las causas de infertilidad infecciosa en ganado bovino,
tomando como base lo que ha sido previamente publicado en bases de datos cientificas, es fécil
observar como estos estudios suelen centrarse en las hembras, probablemente debido a que de
ellas depende précticamente el total de la produccion tanto en la industria lactea (rebafios
compuestos por vacas lecheras) como carnica (rebafios compuestos en su mayoria por nodrizas).
Sin embargo, es importante tener en cuenta que los fallos reproductivos dependen de tres factores
principales: la vaca, el toro y el ser humano [por ejemplo, mediante un manejo inadecuado de los
animales (Diskin et al. 2018) y el empleo de material contaminado (Truyers et al. 2014)]. En este
contexto, resulta llamativa la escasez de datos acerca del papel del macho en relacion con la
infertilidad de caracter infeccioso a pesar de que diferentes autores han sefialado que un porcentaje
elevado de fallos reproductivos es atribuible al macho (Butler et al. 2020; Montoya-Monsalve et
al. 2021). Una de las principales conclusiones del “International Bull Fertility Conference”, que
tuvo lugar en 2018 en Irlanda, fue la existencia de claras variaciones de la fertilidad de toros
empleados para la cria sefialando que un 20-25% de los machos reproductores incluidos en dicho
andlisis podian ser catalogados como subfértiles, lo que se traducia en bajos indices de fertilidad

en rebafios bovinos (Diskin et al. 2018).
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Uno de los elementos clave para entender la importancia del macho en el éxito reproductivo de
un rebafio bovino es que, cominmente, un mismo toro es empleado para: i) la cubricién de la
totalidad de las vacas de una explotacion cuando dicho rebafio es pequefio, o; ii) la generacion de
multitud de dosis seminales empleadas en IA en el caso de explotaciones grandes. Debido a ello,
los problemas de fertilidad de origen infeccioso de un macho, o un conjunto limitado de machos,

es un punto determinante en lo que se refiere a la fertilidad de la colectividad (Hopper 2015).

Pese a la evidente importancia de los machos en referencia a la infertilidad de los rebafios, existen
importantes lagunas en el conocimiento acerca del verdadero papel que tienen los machos en este
campo debido, principalmente, a la falta de estudios dirigidos sobre los mismos, como se ha
mencionado previamente. Un ejemplo de ello se presenta en el trabajo de Butler y colaboradores,
donde se indica que pese a la optimizacion de las condiciones ambientales en las que son
mantenidas las hembras y la implementacion de medidas como la sincronizacién de celo, 1A'y
transferencia embrionaria en EE.UU., algunas explotaciones ganaderas destinadas a la produccion
de carne siguen experimentando una probabilidad de concepcion baja (por ejemplo del 60%
mediante el uso de IA) debido, presumiblemente, al empleo de machos con una calidad
espermatica pobre, indicando a su vez la falta de estudios orientados a la mejora de la calidad

espermatica a través del estudio genético de los mismos (Butler et al. 2020).

De igual modo que se ha puesto de manifiesto esta falta de estudios dirigidos a la mejora de la
calidad espermatica en toros para la mejora de los indices de concepcién en las hembras, un
trabajo reciente de Montoya-Monsalve y colaboradores ha sefialado que, en Espafia, la baja
fertilidad de los rebafios criados en régimen extensivo probablemente se deba al hecho de que la
importancia del toro se ha pasado por alto, resaltando la importancia que las enfermedades
infecciosas como BVD (diarrea bovina causada por el virus de la diarrea virica bovina, BVDV)
e IBR (rinotraqueitis bovina causada por el herpesvirus bovino tipo 1, BoHV-1) podrian estar
jugando un papel significativo en los bajos indices de fertilidad en los rebafios extensivos
incluidos en su estudio (70%). Estos autores también resaltaron la importancia de realizar

controles para la deteccion de estos patdgenos en toros empleados para la cria (Montoya-
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Monsalve et al. 2021), ya que los agentes etiologicos de ambas enfermedades pueden ser
transmitidos a las hembras de forma venérea donde pueden causar problemas reproductivos

(Givens 2018).

Esta limitada disponibilidad de datos actualizados y completos sobre el papel del macho en la
infertilidad bovina en el rebafio resulta llamativa, ya que se han descrito multitud de patégenos
como potenciales agentes etiologicos de infertilidad en toros, y/o capaces de transmitirse a las
hembras donde causan problemas reproductivos p.ej. BVDV, BoHV-1, B. abortus, C. fetus, T.
foetus, U. diversum, Leptospira spp., H. somni, Chlamydia spp. o C. burnetii (Givens y Marley
2008; Y00 2010; Givens 2018). Con base en los datos publicados hasta el momento, en la presente
memoria de tesis doctoral se ha establecido como objetivo prioritario mejorar la comprension
sobre el papel del macho en los problemas de infertilidad infecciosa de los rebafios. Dicho
conocimiento es limitado actualmente, algo que es especialmente importante porque el macho
puede influir en los problemas de fertilidad de origen infeccioso en los rebafios de dos maneras
principales: i) debido a problemas derivados de patdgenos que afectan directamente a la capacidad
de concepcion del toro [p.ej. B. abortus (Joya et al. 2011)], y ii) respecto a las alteraciones debidas
a la transmision de patdgenos que afectan a la fertilidad de las vacas aunque a priori no presenten
ningln impacto negativo en los machos, p.ej. T. foetus (Michi et al., 2016). De este modo, los
estudios dirigidos, de una parte, a la mejora en el conocimiento sobre el papel del toro como
elemento clave en los problemas de infertilidad infecciosa en rebafios bovinos, asi como, de otra
parte, orientados al desarrollo de alternativas para control de patdgenos en toros reproductores,
resultan ser de importancia para la mejora de la eficiencia productiva de los sistemas de

produccion de ganado bovino en régimen extensivo.

En este escenario, la revision sistematica de la literatura cientifica sobre las causas de infertilidad
en rebafios bovinos debido a la presencia de uno 0 mas microorganismos en toros podria ser una
herramienta Util para disponer de un compendio actualizado de todos aquellos microorganismos
potencialmente presentes en toros que pudieran ser la causa de problemas reproductivos en los

rebafios. Esto permitiria tener una vision transversal del conocimiento actual sobre este tema,
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poniendo de manifiesto las necesidades prioritarias sobre estudios que permitan esclarecer el
verdadero papel del toro como actor principal en los problemas de infertilidad de origen
infeccioso en los rebafios. Como se ha comentado previamente, el bajo nimero de estudios sobre
infertilidad de caracter infeccioso en machos reproductores refuerza la idea de que el
conocimiento que tenemos acerca de la importancia de determinadas infecciones sobre su

capacidad reproductiva y los indices de fertilidad de los rebafios podria ser limitado.

Como se ha sefialado previamente en esta memoria, la literatura cientifica recoge diferentes
microorganismos asociados a infertilidad en el toro: BVDV, BoHV-1, C. fetus, T. foetus, B.
abortus, Leptospira spp., Mycoplasma spp., U. diversum y Coxiella burnetii (Givens y Marley
2008; Givens 2018). Algunos de ellos han sido previamente descritos como microorganismos
relevantes debido a que son causa de importantes pérdidas econémicas como p.ej. los ya
mencionados BVDV y BoHV-1 (Grooms 2004; Montoya-Monsalve et al. 2021) o C. fetus y T.
foetus (Michi et al., 2016; WOAH, 2018, 2021). Estos dos ultimos agentes siguen siendo
actualmente responsables de enfermedades de gran importancia en areas de Espafia donde la
produccién de ganado bovino se realiza en régimen extensivo y donde la monta natural se utiliza
como practica habitual. Estos patdgenos son causantes de enfermedades de declaracion
obligatoria de acuerdo a lo establecido en el Real Decreto 526/2014, como son la
campilobacteriosis genital bovina (CGB) (cuyo agente etioldgico es Cfv) y la tricomonosis o
tricomoniasis bovina (cuyo agente etiolégico es T. foetus). En este escenario, la mejora de
abordajes ya disponibles e implementacion de nuevas alternativas para la deteccion de
microorganismos, incidiendo en los patdégenos mas relevantes en produccion en régimen
extensivo en nuestro pais (C. fetus y T. foetus), son aproximaciones que pueden contribuir a
mejorar de forma relevante el conocimiento acerca del verdadero papel del macho en referencia
a los problemas de infertilidad infecciosa en rebafios de ganado bovino criado en extensivo, asi
como, en Ultima instancia, favorecer la optimizacion del control de microorganismos causantes
de infertilidad mediante su deteccion y la implementacion de medidas preventivas para evitar su

dispersion.
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1.5.1. Campylobacter fetus. Caracteristicas generales del microorganismo y la enfermedad

Como se ha mencionado previamente, la infeccién por C. fetus en ganado bovino criado en
sistemas extensivos es una de las principales causas de infertilidad infecciosa, suponiendo
importantes pérdidas econdmicas para los ganaderos, principalmente debido a infecciones por la
subespecie Cfv (Michi et al. 2016; WOAH 2021). Cfv es el agente etiologico de la CGB,
enfermedad de transmisidn venérea caracterizada por causar infertilidad, muerte embrionaria
temprana y abortos en vacas (WOAH 2021). Como ya se ya citado, en Espafa la CGB es una

enfermedad de declaracion obligatoria de acuerdo a lo establecido en el Real Decreto 526/2014.

La especie C. fetus es una de las 43 especies actualmente registradas dentro del género
Campylobacter spp. (NCBI 2022). Se trata de un bacilo Gram-negativo de morfologia curva y
con un flagelo que le confiere movilidad. Esta bacteria requiere de una atmosfera microaeréfila
para su crecimiento siendo capaz de multiplicarse entre 25 y 37°C, aunque también existen cepas
capaces de crecer a 42°C (Wagenaar et al. 2014). El crecimiento de colonias observables a simple
vista en cultivo requiere entre 2 y 5 dias, siendo estas rosaceas, redondas, convexas, lisas y
brillantes, y de borde notablemente regular (WOAH 2021). Hasta la fecha se han identificado tres
subespecies: i) C. fetus subsp. venerealis (Cfv), que incluye el biovar intermedius, ii) C. fetus
subsp. fetus (Cff) y iii) C. fetus subsp. testudinum (Cft) la cual no ha sido aislada hasta la

actualidad en bovino, siendo los reptiles su reservorio principal (Patrick et al. 2013).

Las subespecies presentes en bovino son Cfv y Cff (WOAH 2021). Mientras que Cfv ha sido
identificada como la principal causa de infertilidad en ganado bovino, las infecciones en el tracto
reproductivo por Cff resultan ser mas anecdoticas (Mshelia et al. 2010; WOAH 2021), si bien
también han sido asociadas a infertilidad en determinados casos (Mshelia et al. 2010),
presumiblemente debido a su efecto negativo en la calidad espermatica de toros (Cagnoli et al.
2020). El reservorio primario de Cfv son los bovinos y Cff los ovinos [donde Cff es uno de los
agentes etioldgicos de campilobacteriosis ovina, caracterizada por causar abortos en las hembras

(Dorsch et al. 2022)] aunque también ha sido aislado de otros grupos de mamiferos (Van Bergen
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et al. 2005), incluyendo a los seres humanos (Holst et al. 1987; Wagenaar et al. 2014), donde
puede generar una gran variedad de sintomas, desde diarreas agudas o abortos en mujeres

embarazadas, hasta cuadros sistémicos (Wagenaar et al. 2014).

En el toro, C. fetus se localiza y multiplica en las criptas prepuciales, siendo la venérea la principal
via de transmisién de este patdégeno (Cagnoli et al. 2020). Ademas, se ha demostrado que Cfv,
puede sobrevivir a la criopreservacion del esperma (Givens 2018). Aunque no existen evidencias
de supervivencia de Cff durante la criopreservacion del esperma de toros reproductores, ningin
dato publicado hasta la fecha hace pensar que no sea capaz de sobrevivir bajo las mismas
condiciones que Cfv. Como ya se ha citado previamente, al generar infecciones asintomaticas en
toros, C. fetus es capaz de transmitirse de forma silenciosa, lo que facilita que el patégeno circule
entre los rebafios durante largos periodos de tiempo (Garcia et al. 1983). Ademas, a medida que
los toros envejecen, el tamafio y el nimero de las criptas del epitelio prepucial aumentan,
aumentando con la edad del toro la probabilidad de tener infecciones crénicas, dificultando de

este modo el manejo y eliminacién de la enfermedad en el rebafio (Truyers et al. 2014).

En Espafia, la Subdireccion General de Sanidad e Higiene Animal del MAPA (MAPA 2019)
sefiala la siguientes medidas de control y manejo de la enfermedad, de acuerdo a su
epidemiologia: “...en el caso en que se confirme la infeccion en un macho, no se utilizara para
reproduccion (monta natural u obtencion de dosis seminales). Dada la falta de eficacia de los
tratamientos antibi6ticos en machos mayores de 3 afios, se aconseja su sacrificio si tienen mas de
esa edad y aplicar en los establecimientos programas de vacunacién y de manejo reproductivo,
como el uso de la inseminacion artificial, evitar el uso de pastos de aprovechamiento en comdn
por rebafios infectados, evitar el uso de machos comunales, control periddico de los sementales,
uso de machos y novillas virgenes como reposicion, mantener la edad media de los machos tan
baja como sea posible, separacién de hembras virgenes para su cubricion por macho virgenes o

negativos...”.

Continuando con lo relativo a las medidas de prevencion y control de la enfermedad, cabe citar

gue existe cierta controversia sobre la eficacia del empleo de vacunas como medida de control en

47



Introduccién

toros infectados por Cfv (Vasquez et al. 1983; Fdscolo et al. 2005; Erickson et al. 2017; Balzan
et al. 2020). Los resultados de los estudios llevados a cabo sobre la eficacia de las vacunas como
medida profilactica frente a infecciones por C. fetus son dificiles de interpretar debido a que
muchos de los trabajos encontrados en toros reproductores carecen de grupos control apropiados
0 no tienen en cuenta posibles diferencias en los resultados que puede tener el empleo de vacunas
comerciales frente al uso de autovacunas producidas a partir de cepas aisladas en la propia

explotacién en la que se aplican (Erickson et al. 2017).

Por otra parte, para que las estrategias de manejo previamente mencionadas sean realmente
eficaces, diferentes autores han apuntado que estas medidas deben acompafiarse de chequeos
microbioldgicos (Joya et al. 2011; Hopper 2015). No obstante, las técnicas diagndsticas mas
comunmente empleadas para la deteccion de C. fetus y la diferenciacion de subespecies, cultivo
y PCR, presentan limitaciones en términos de especificidad y sensibilidad (WOAH 2021), por lo
gue lamejoray el desarrollo de protocolos optimizados resultaria ser de gran utilidad para mejorar
el diagnéstico, y en ultima instancia, para contribuir a la implementacion de medidas adecuadas

para el control de C. fetus en los rebafios de ganado bovino.

1.5.1.2. Deteccidn de C. fetus en muestras clinicas de toros reproductores

Segun las directrices de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal [OMSA (WOAH en inglés),
fundada como OMSA), el método recomendado para la identificacion de C. fetus es el cultivo
microbioldgico para el aislamiento de C. fetus y su posterior caracterizacion fenotipica (Tabla 1)
(WOAH 2021). No obstante, el aislamiento de C. fetus a partir de muestras clinicas, normalmente
de lavados o raspados prepuciales, asi como a partir de fetos sospechosos, resulta un proceso
laborioso que ademas, en el caso de microorganismos exigentes como C. fetus, a menudo muestra
una sensibilidad limitada, ya que estas bacterias son fécilmente superadas por bacterias
comensales durante el cultivo (Chaban et al. 2013). Independientemente de la presencia de otros

microorganismos de rdpido crecimiento que actlan como contaminantes, la sensibilidad del
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cultivo puede ser limitada debido a la susceptibilidad de C. fetus a las fluctuaciones de las
condiciones atmosféricas y la temperatura que pueden tener lugar durante el transporte y
conservacion de las muestras (Koya 2016) y que afectan directamente a su supervivencia. De
manera adicional, se ha comprobado mediante microscopia electronica que las bacterias Gram-
negativas (como C. fetus) pueden ser susceptibles de sufrir rotura de su pared debido al empleo
de asas de Digralsky durante su siembra en medios sélidos en placa (Hedderich et al. 2011),
cuestion importante a tener en cuenta la hora de maximizar la viabilidad de la bacteria durante el

manejo de la muestra para su cultivo.

Tabla 1. Técnicas de laboratorio actualmente empleadas para la deteccion de C. fetus en muestras clinicas
de toros reproductores. Esta tabla esta basada en la informacion recogida en la OMSA (WOAH 2021) donde
se indican las técnicas empleadas para este fin (Técnica): PCR, reaccién en cadena de la polimerasa; IFAT,
prueba de anticuerpos inmunofluorescentes; Mab-ELISA, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
basado en anticuerpos monoclonales.

Técnica Deteccion de C. fetus Diferenciacion de subespecies Cfvy
Cff

PCR Basada en la diana genética nahE Basada en la diana genética ISCefl
(Van der Graaf-van Bloois et al. (Van der Graaf-van Bloois et al. 2013)
2013)

Cultivo y andlisisde ~ Recomendado el uso de medio Recomendado el uso de medio

los aislados selectivo Skirrow selectivo Skirrow

IFAT Recomendada (Silveira et al. 2018) No es un método apropiado

Mab-ELISA Recomendado el uso del anticuerpo No se recomienda
monoclonal M1825 (Devenish et al.
2005)

El tiempo transcurrido entre la toma de muestras hasta su procesamiento es otra variable que
influye en la viabilidad de C. fetus (Chaban et al. 2013), pudiendo verse reducida en funcién del
tiempo que transcurra entre ambos pasos (Lander 1990a; Monke et al. 2002). Con el fin de
preservar al méaximo la viabilidad de C. fetus y maximizar las probabilidades de su aislamiento
en laboratorio, se han desarrollado diferentes medios de transporte, enriquecimiento y de cultivo
(Lander 1990a, b; Hum et al. 1994; Monke et al. 2002; Chaban et al. 2013; Koya 2016). No
obstante, hasta el momento, no ha sido establecido un protocolo estandarizado para la toma, el

transporte, la conservacion y el aislamiento que maximice la recuperacion de C. fetus a partir de
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muestras clinicas de lavados prepuciales, y a su vez minimice la presencia de contaminantes en
los cultivos. Asi mismo, también se ha publicado informacion referente a algunos compuestos
presentes en los medios de transporte, enriquecimiento y cultivo empleados para el aislamiento
de C. fetus que parecen limitar su crecimiento (o, al menos, el crecimiento de algunas cepas),
como p.ej. la polimixina B, un antibiotico que parece inhibir el crecimiento de Cff (Public Health
Laboratory Network 2000) y algunas cepas de Cfv (Ballabene y Terzolo 1992) empleado para la
fabricacion del medio de enriguecimiento agar Brucella (Marcellino et al. 2015). En base a estos
datos, se pone de manifiesto la necesidad de establecer protocolos optimizados que maximicen

la recuperacion de C. fetus a partir de muestras.

Tabla 2. Pruebas bioquimicas empleadas para la diferenciacion de C. fetus y sus subespecies de otras
especies dentro del género Campylobacter. Tabla basada en la informacion recogida en el informe de la
Organizacion de la Salud Mundial Animal (WOAH 2021), donde “+” y “-* indican la obtencion de
resultados positivos y negativos, respectivamente, para las pruebas: i) si presenta o no actividad oxidasa,
ii) si presenta o no actividad catalasa, iii) si presenta 0 no crecimiento en cloruro de sodio al 3,5% (NaCl),
iv) si presenta 0 no crecimiento en presencia de glicina al 1 % y v) si produce o no sulfuro de hidrégeno
(H2S) en un medio que contiene 0,02% de cisteina.

Actividad Actividad  NaCl Glicina H2S (0,02%

oxidasa catalasa 3.5% 1% cisteina)
Campylobacter fetus venerealis + +/- - -[+* -[+**
Campylobacter fetus fetus + + - + +
Campylobacter jejuni + +/- - +/- +
Campylobacter hyointestinalis + + - +/- No determinado
Campylobacter sputorum + +/- + + No determinado

* Existen cepas pertenecientes al biovar intermedius que son tolerantes (Truyers et al. 2014). ** Existen
cepas pertenecientes al biovar intermedius que son tolerantes (Van Bergen et al. 2005; Van der Graaf-van
Bloois et al. 2013; Van Der Graaf-Van Bloois et al. 2014).

Con respecto a la identificacion de los aislados a traves de pruebas bioquimicas, C. fetus se
caracteriza por presentar una baja actividad bioquimica (Tabla 2), lo que dificulta su
diferenciacion de otras especies del genero Campylobacter, asi como la diferenciacion de
subespecies (Schulze et al. 2006). En la Tabla 2 se puede observar como la prueba de la oxidasa,

la prueba de la catalasa, la prueba de la glicina al 1% y la prueba de generacion de H,S no resultan
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ser adecuadas para la diferenciacion inequivoca de C. fetus con respecto a otras especies como C.
jejuni, C. hyointestinalis o C. sputorum. Por otra parte, la ausencia de crecimiento de C. fetus en
un medio con un 3,5% de NaCl no permite su diferenciacion de especies como C. jejuni y C.
hyointestinalis. De igual modo, el perfil bioquimico de las subespecies Cfv y Cff puede ser el
mismo (Van Bergen et al. 2005; Van der Graaf-van Bloois et al. 2013; VVan Der Graaf-Van Bloois
et al. 2014, Delpiazzo et al. 2021). Es por ello, que la diferenciacion de subespecies mediante esta

aproximacién presenta importantes limitaciones.

Una alternativa para la deteccion directa de C. fetus en muestras clinicas es el empleo de técnicas
moleculares como aquellas basadas en la deteccion del material genético de la bacteria. La OMSA
define laPCR como una prueba vélida para la identificacion de C. fetus (Tabla 1), indicando como
ejemplo el gen nahE como diana molecular para la identificacion de esta especie (WOAH 2021).
Sin embargo, el estudio comparativo de Van der Graaf-van Bloois y colaboradores (2013) en el
gue se basa esta observacién de la OMSA (WOAH 2021), no incluye el total de dianas genéticas
descritas en la bibliografia para técnicas PCR orientadas a la deteccion de C. fetus y la
diferenciacion de Cfv y Cff, ni una evaluacion del rendimiento diagnéstico de estos protocolos
empleando muestras clinicas procedentes de toros reproductores. Esto hace que las conclusiones
derivadas de dicho trabajo puedan estar sesgadas, siendo til por ello la realizacién de un analisis

comparativo actualizado y completo.

En la actualidad y de acuerdo a las publicaciones disponibles hasta la fecha, las dianas genéticas
empleadas para la identificacién de la subespecie de C. fetus son: i) nahE (Abril et al. 2007; Van
der Graaf-van Bloois et al. 2013), que codifica una proteina de la familia del intercambiador de
sodio/hidrogeno, ii) la subunidad 16S del ARN ribosémico (ARNr) (Iraola et al. 2016), implicada
en la traduccion del ARN mensajero (ARNm) a proteinas, iii) gyrB (Persson et al. 2012), que
codifica la subunidad B de la ADN girasa implicada en la replicacion del ADN, iv) cpn60 (Chaban
et al. 2009), que codifica chaperona 60kDa, v) cstA (Hum et al. 1997), que codifica el dominio

C-terminal de la proteina A de inanicidn de carbono cuya funcion es aln desconocida (referencia
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InterPro: IPR025299) y vi) cdtB (Kamei et al. 2014), que codifica la toxina de distension citoletal

B, generada por algunas bacterias Gram-negativas y que presenta actividad ADNasa.

Por otra parte, para la diferenciacion de la subespecie Cfv se describen en la bibliografia las
siguientes dianas genéticas: i) 1ISCfel, una secuencia de insercidn que trunca el gen nahE en la
subespecie Cfv y que podria estar relacionado con su capacidad infectiva (Abril et al. 2007; Van
der Graaf-van Bloois et al. 2013), ii) parA (Hum et al. 1997), que codifica la proteina A de
particion plasmidica involucrada en la reparticion de los plasmidos entre células madres e hijas 'y
iii) virB11 (Iraola et al. 2012), que codifica el factor de virulencia B11 implicado en la invasion
celular. Sin embargo, solo existe una diana de PCR publicada, sapB2, para la identificacion de la
subespecie Cff, empleada en el trabajo de Wang et al. (2002) que codifica la proteina de superficie

B2, cuya funcion es aln desconocida (Referencia UniProt: 052781).

Se ha de considerar que el uso de algunas de estas dianas genéticas no esta exento de
inconvenientes. Por ejemplo, recientemente se ha publicado informacion sobre la ausencia de
virB11 y parA en algunas cepas de Cfv (Silva et al. 2021), lo que se puede traducir en falsos
negativos para aquellas técnicas basadas en estas dianas para la deteccién de Cfv. Por otro lado,
se ha descrito la presencia de la diana ISCfel en genomas diferentes al de Cfv, lo que puede dar
lugar a la obtencion de falsos positivos (Silva et al. 2020), aparte de ser una region genémica
relativamente variable, lo que podria dar lugar también a falsos negativos (Abdel-Glil et al. 2020).
Esto pone de manifiesto la relevancia de disponer de técnicas PCR basadas en dianas especificas,
estables y bien representadas en el genoma de C. fetus para evitar errores en el diagnéstico y las

consecuencias que ello puede conllevar en el manejo de la CGB en las explotaciones.

Asi, la dificultad en la deteccion de C. fetus y la diferenciacion de subespecies a partir de muestras
clinicas mediante la técnica de PCR sigue siendo actualmente un problema que limita el
conocimiento sobre la verdadera relevancia de Cfv y Cff en la infertilidad bovina. Algunos autores
han sefialado que la diferenciacion de subespecies de C. fetus parece poder llevarse a cabo
Gnicamente mediante la secuenciacion completa de genomas, una técnica que en la actualidad no

esta implementada en los laboratorios diagnosticos, en gran medida, debido al elevado coste de
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las técnicas de secuenciacion y a la necesidad de que la interpretacion de los resultados obtenidos
se lleve a cabo por personal especializado (Van Der Graaf-Van Bloois et al. 2014). En este
escenario, disponer de un protocolo de PCR que maximice la sensibilidad y especificidad del
ensayo de PCR para la deteccion C. fetus y la diferenciacién de Cfv y Cff se postula como
prioritario y de gran relevancia para el diagnostico de CGB por parte de los laboratorios clinicos
de una forma rapida y econémica, asi como para el estudio de C. fetus como agente etiol6gico de

infertilidad bovina.

Por ultimo, se han desarrollado protocolos que hacen uso de técnicas basadas en inmunoensayos
para la deteccion directa de antigenos del agente infeccioso en muestras clinicas (Tabla 1). Un
ejemplo es la prueba de anticuerpos inmunofluorescentes (IFAT) aplicada sobre muestras
prepuciales de toros reproductores. La sensibilidad y especificidad de la técnica es menor en
comparacion con otras técnicas, como la técnica PCR, a lo que se suma el hecho de que la
interpretacion de resultados requiere de personal bien entrenado (Silveira et al. 2018). Otro
ejemplo es el empleo de anticuerpos monoclonales para la deteccion de la especie C. fetus
(anticuerpo M1825) en muestras de lavados prepuciales de toros reproductores. En este caso,
Brooks et al. (2004) y Devenish et al. (2005) obtuvieron muy buenos resultados respecto a la
especificidad y sensibilidad de la técnica comparada con el cultivo. No obstante, resulta ser menos
fiable cuando se trata de discriminar entre subespecies, para lo cual seria necesario el empleo de
otras técnicas (WOAH 2021), convirtiéndose de este modo en un protocolo de identificacion

laborioso y de dificil implementacién.

1.5.2. Tritrichomonas foetus

En Espafia, otro de los microorganismos de identificada relevancia en referencia a infertilidad
infecciosa en bovino extensivo es T. foetus, que es el agente etioldgico de la tricomonosis bovina,

una enfermedad de declaracion obligatoria de acuerdo a lo establecido en el Real Decreto
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526/2014. El parésito T. foetus es un protozoo flagelado (Taylor et al. 1994) carente de
mitocondrias (Figura 1). En su lugar se encuentra un organulo caracteristico, el hidrogenosoma
(Embley et al. 2003), que regula el metabolismo del parasito (Dabrowska et al. 2019b). No se ha
documentado la formacion de quistes en T. foetus pero si ha sido descrita la formacion de
pseudoquistes bajo condiciones ambientales adversas (Pereira-Neves y Benchimol 2009). Este
parésito presenta un citoesqueleto complejo que constituye el sistema mastigonte de este protozoo
(de Andrade Rosa et al. 2013) compuesto a grosso modo, por tres estructuras principales (Figura
1): i) el cuerpo basal y pelta situados en la region anterior seguida por ii) el axostilo, una estructura
tubular que se abre en la regién anterior formando el capitulum, atraviesa longitudinalmente a
todo el microorganismo y sobresale en la parte posterior, y por ultimo iii) la costa, una estructura

gue parece ser la responsable del movimiento de la membrana ondulante.

En ganado bovino, como se ha comentado anteriormente, T. foetus es el agente etioldgico de la
tricomonosis bovina (Dabrowska et al. 2019b), caracterizada por causar infertilidad en vacas
mientras que los toros normalmente permanecen asintomaticos causando una infeccion
persistente durante largos periodos de tiempo (Michi et al. 2016). Este parasito es capaz de
transmitirse a través de la monta e IA pudiendo sobrevivir a la criopreservacion del esperma

(Givens 2018).

Figura 1. Esquema morfolégico de T. foetus. Dibujo basado en la imagen tomada por microscopia
electrénica publicada en el trabajo (Andrade Rosa et al. 2013). Se muestran los tres flagelos anteriores (FA),
la membrana ondulante (MO), el axostilo (A) y el flagelo posterior (FP).
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Respecto a otros hospedadores, se han descrito infecciones por T. foetus en gatos siendo su diana
principal el tracto gastrointestinal, en concreto el intestino grueso. En estos animales, la infeccién
cursa con diarrea con heces de color verde-amarillento (caracteristicas de la colitis) y que pueden
incluir la presencia de sangre y mucosidad, inflamacién en la region anal y prolapso rectal (Bastos
et al. 2019). También se ha identificado mediante PCR en heces de perros que cursaban un cuadro
diarreico (Gookin et al. 2005). Por altimo, T. foetus resulta ser un microorganismo comensal en
la cavidad nasal y el tracto gastrointestinal de ganado porcino (Dabrowska et al. 2019b). No
obstante, existe un caso descrito en el que la infeccion por T. foetus en el tracto respiratorio se

identificé como la causa de disnea en un lechon de 40 dias de edad (Shi et al. 2017).

Con respecto a la clasificacion de T. foetus en funcién del hospedador, hay controversia en el
grado de diferenciacion de los genotipos bovino, felino y porcino. Si bien existen estudios en los
que determinadas regiones gendmicas no presentan diferencias notables para establecer una clara
diferenciacion entre genotipos (Slapeta et al. 2012), también existen otros que describen regiones
variables (Pedraza-Diaz et al. 2019) como el gen que codifica para la cisteina proteasa 2 (CP2)
(propuesto como posible elemento genético relacionado con la interaccidn parasito-hospedador)

(Slapeta et al. 2012; Dgbrowska et al. 2020).

En toros, el parésito se ubica especificamente sobre la superficie del epitelio escamoso
estratificado del pene y el prepucio proximal en el area del fornix (Mendoza-Ibarra 2013). Los
toros adquieren multitud de nuevos plegamientos de este epitelio con la edad (como ya se ha
comentado), aumentando el nimero de criptas donde se puede desarrollar y albergar T. foetus

(Rhyan et al. 1999).

En Espafia, de acuerdo al Programa de Vigilianciay Control de la tricomonosis bovina del MAPA,
de en el caso en el que se confirme la infeccién de un toro reproductor por T. foetus, se recomienda
su sacrificio y la aplicacion de medidas de manejo reproductivo que minimicen el contagio de T.

foetus entre animales (BOE 2014). , como evitar el uso de pastos comunales que sean también
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empleados por rebafios positivos a T. foetus, evitar el uso de machos comunales, emplear machos

y novillas virgenes como reposicion o el chequeo periddico de los sementales (MAPA 2022).

En este contexto, el uso de chequeos microbioldgicos resulta ser un abordaje Gtil para la mejora
en el diagnostico, y en dltima instancia, para la implementacion de medidas adecuadas para el
control de T. foetus en los rebafios. No obstante, las técnicas diagndsticas mas cominmente
empleadas para la deteccion de T. foetus (cultivo seguido de identificacion morfoldgica mediante
microscopia y PCR) presentan limitaciones de especificidad y sensibilidad (Midlej et al. 2011;
Frey et al. 2017; WOAH 2018; Dgbrowska et al. 2019a), por lo que la mejora de protocolos
disponibles e incluso el desarrollo de nuevos protocolos resulta ser un abordaje Util para la mejora

del diagnostico y la implementacién de medidas de manejo de esta enfermedad.

1.5.2.1. Deteccién de Tritrichomonas foetus en muestras clinicas de toros reproductores

La deteccion de T. foetus se ha llevado a cabo tradicionalmente mediante el analisis morfoldgico
del parasito a través de microscopia directa de las muestras (lavados o raspados prepuciales,
lavados vaginales o fetos sospechosos) o de los aislados recuperados previamente mediante
cultivo (WOAMH 2018). Se ha de considerar que el muestreo y el transporte de muestras clinicas
puede impactar de forma negativa en el ratio de deteccidn de T. foetus mediante microscopia asi
como afectar negativamente a la viabilidad de T. foetus y, por tanto, a la capacidad de ser cultivado
in vitro (Yao 2013). Por otra parte, la morfologia de T. foetus es muy similar a la de otras especies
del género Tritrichomonas (Midlej et al. 2011), por lo que la correcta observacién y diferenciacion
de especies por microscopia requiere personal entrenado y experimentado, estando sujeta en
cualquier caso a limitaciones de especificidad diagnostica. Por su parte, el ensayo ELISA
(“enzyme-linked immunosorbent assay ") basada en la deteccion de anticuerpos especificos frente

aT.fetus, no resulta ser una técnica robusta debido a la débil respuesta inmune humoral detectable
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frente a la infeccion por T. foetus en los machos, por lo que se desaconseja su uso para el

diagnostico de esta patologia (WOAH 2018).

En este contexto, actualmente muchos laboratorios clinicos optan por la deteccion de T. foetus en
muestras diagnosticas a través de técnicas moleculares. La OMSA recoge en el Capitulo 3. 4.15
del Manual de las Pruebas de Diagnostico y de las VVacunas para los Animales Terrestres de 2018
(WOAH 2018) el uso de la técnica PCR descrita por McMillen y Lew (2006) como una
alternativa valida para la deteccion de T. foetus en muestras procedentes del tracto reproductivo
en bovino. Dicha técnica esta dirigida a la diana ARNr-ITS, una regién genémica que comprende
los genes que codifican para el 18S, 5.8S, y 28S ARNr y espaciadores internos de la transcripcion
1y 2 (ARNr-ITS) (Figura 2). La diana ARNr-ITS es multicopia (Chakrabarti et al. 1992) y ha
sido empleada para el disefio de practicamente la totalidad de las técnicas de PCR publicadas
hasta la fecha para la deteccién de T. foetus en muestras clinicas (Dgbrowska, et al., 2019a;
Felleisen, 1997; Ginter Summarell et al., 2018; Gookin et al., 2002, 2005; McMillen 'y Lew, 2006;

Mueller et al., 2015; Nickel et al., 2002).

TFF2 TRICHP2 TFR2
188 ARNy —IS-1 5.8S ARNr —ITS2 = 585 ARNr

1631bp 17‘10hp 1868bp 1932bp
]

Tritrichomonas foetus (GeneBank M81842.1)

Figura 2. Cebador sentido (TFF2 5°-GCGGCTGGATTAGCTTTCTTT-3’), antisentido (TFR2 5’-
GGCGCGCAATGTGCAT-3’) y sonda (TRICHP2 5°-6-FAM-ACAAGTTCGATCTTTG-MGB-BHQ-3")
empleadas por el trabajo de McMillen y Lew (2006) para la deteccion de Tritrichomonas foetus en muestras
clinicas y su localizacién dentro de la diana ARNr-ITS (18S, 5.8S, y 28S ARNr y los espaciadores internos
de la transcripcién 1y 2).

A pesar del nimero relativamente alto de protocolos de PCR descritos para la deteccion de T.
foetus, no se ha publicado ningn estudio comparativo de todos estos protocolos en relacion con

su rendimiento diagnéstico en muestras prepuciales procedentes de toros reproductores. Un
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estudio comparativo a este nivel permitiria valorar la sensibilidad y especificidad analitica de los
diferentes protocolos de PCR, asi como el rendimiento en muestras clinicas determinando aquel

gue presente mejores resultados.

Por ultimo, se ha de destacar que se han publicado algunos trabajos que describen reacciones
cruzadas con otras especies o géneros filogenéticamente préximos como Tritrichomonas
mobilensis (Dabrowska et al., 2019a) o Simplicimonas spp. (Frey et al. 2017). Presumiblemente
estas reacciones cruzadas serian debidas a la elevada similitud de la region gendmica ARNr-ITS
en distintas especies de Tritrichomonas. Ademas, Simplicimonas spp. se ha descrito en muestras
vaginales de vacas y novillas (Frey et al. 2017), lo que se traduce en la potencial obtencion de
falsos positivos a partir de este tipo de muestras. Es por ello por lo que la existencia de técnicas
de PCR disefiadas sobre dianas alternativas a la region gendmica ARNr-ITS para la deteccion de
T. foetus resultaria ser una herramienta Util para la confirmacion de resultados positivos cuando

fuera necesario.

Hasta la fecha se han descrito solo dos dianas genéticas alternativas a ARNr-ITS para el desarrollo
de protocolos PCR de T. foetus: i) microsatélite TfRE (Ho et al. 1994), una regioén a priori
altamente repetitiva (en tandem) para la que se encuentra poca informacion publicada, tan solo
una referencia en la base de datos GenBank (AY435432.1), correspondiente a una secuencia de
170 pares de bases, y ii) el gen que codifica para la beta-tubulina 1, para el que existe un kit de
PCR comercial (WOAH 2018). El trabajo de Ho y colaboradores describe un protocolo de PCR
basado en el microsatélite TfRE, si bien el nimero de trabajos que han empleado este protocolo
de PCR es escaso (Ho et al. 1994; Riley et al. 1995). Asimismo, en el trabajo de Felleisen y
colaboradores (1998) se sugiere que la PCR de Ho y colaboradores parece dar lugar a
amplificaciones inespecificas en una tercera parte de las muestras testadas en un trabajo de tesis
previo a la publicacion de dicho articulo. Con respecto a la técnica de PCR dirigida sobre el gen
beta-tubulina 1 indicado en el informe de la OMSA (WOAH 2018), también es muy limitada la

informacion cientifica disponible, no existiendo informacién publicada sobre la validacion de
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dicha técnica ni sobre su comparacion con otros protocolos de PCR empleados para la deteccion

de T. foetus.

Por otro lado, también en el campo del diagnoéstico molecular, se ha descrito un método de
deteccion de T. foetus alternativo a la técnica PCR: la técnica LAMP (“Loop-Mediated Isothermal
Amplification”). Esta técnica consiste en la amplificacion de cadenas de &cidos nucleicos
empleando una temperatura constante a 60 — 65°C y la combinacion de seis cebadores (por lo
general) y una enzima polimerasa, donde el producto de amplificacion puede detectarse a simple
vista en funcién de la presencia de un precipitado de pirofosfato de magnesio, subproducto de la
amplificacion. Respecto a la deteccion de T. foetus, se han descrito dos técnicas LAMP dirigidas
sobre las dianas beta-tubulina 1 (Dabrowska, et al., 2019a) y EF1-alfa-Tf1l (Oyhenart 2018). De
acuerdo a un estudio comparativo reciente llevado a cabo en el trabajo de Dabrowska y
colaboradores (2019a) con muestras fecales de gatos que presentaban diarrea, ambos protocolos
parecen presentar una menor sensibilidad y las mismas limitaciones de especificidad que las
técnicas de PCR disefiadas sobre la region ARNr-ITS, dando resultados positivos tanto para T.
foetus como para T. mobilensis (Dgbrowska, et al., 2019a). No obstante, la especie T. mobilensis
s una especie que no ha sido aislada en bovino, encontrandose en el intestino de las especies de
primates Saimiri sciureus y Saimiri boliviensis (Scimeca et al. 1989). Pese a los resultados
obtenidos en el trabajo de Dabrowska y colaboradores (2019a) sobre muestras fecales de gato, en
el trabajo de Oyhenart (Oyhenart 2018), donde se describid por primera vez el protocolo LAMP
dirigido sobre el gen EF1-alfa-Tf1 para la deteccion de T. foetus en muestras prepuciales de toro,
se presentd una alta sensibilidad analitica (0,5 trofozoitos/mL) y una buena especificidad de la
técnica al no obtenerse amplificaciones con muestras portadoras de Pentatrichomonas hominis y

Tetratrichomonas spp., protozoos cominmente confundidos con T. foetus.

En este contexto, la diana EF1-alfa-Tf1 podria ser una diana candidata para el disefio de una
técnica PCR alternativa para la confirmacion de la presencia de T. foetus en muestras prepuciales
procedentes de toros reproductores. Hasta el momento, ninguna PCR especifica para la deteccion

de T. foetus ha sido disefiada sobre esta diana genética, la cual, parece ser una diana alternativa a
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la region ARNr-ITS y beta-tubulina 1, de gran utilidad en casos donde sea necesario una
confirmacion de resultados positivos (p.ej. cuando existen dudas de amplificaciones

inespecificas).

1.6. Nuevos abordajes para la deteccion y el estudio de microorganismos asociados a infertilidad

en toros reproductores: secuenciacion masiva

La gran mayoria de las publicaciones cientificas orientadas a la deteccién de microorganismos
asociados a infertilidad en muestras clinicas procedentes de bovinos se basan en técnicas
tradicionales como cultivo, inmunoensayos como ELISA y diferentes variantes de técnicas
basadas en la PCR. No obstante, el empleo de estas técnicas tradicionales podria limitar el
conocimiento que tenemos acerca de la infertilidad por causas infecciosas en ganado bovino
debido a las limitaciones de las propias técnicas empleadas. Por ejemplo, el empleo de los cultivos
impide la deteccidn de microorganismos debido a que muchos de ellos no son cultivables (Rappé
y Giovannoni 2003). Por su parte, las técnicas analiticas ELISA y PCR suelen estar dirigidas a la
deteccidn de microorganismos especificos (0 a deteccidn de la respuesta del individuo al contacto
con los mismos), por lo que con este tipo de técnicas es posible pasar por alto la presencia de
otros microorganismos de importancia en referencia a infertilidad en bovino no considerados en
los analisis rutinarios, asi como posibles relaciones sinérgicas (considerando tanto
microorganismos de asociacion demostrada con la infertilidad como a potenciales patdgenos que

aun no hayan sido asociados a esta).

Por otro lado, para algunos microorganismos relacionados con la infertilidad bovina, ain hoy
existen serias limitaciones en relacion a la disponibilidad de técnicas para su deteccién en
muestras clinicas debido a la escasez de trabajos donde se establecen protocolos de deteccion, asi
como a la falta de controles rutinarios, por ejemplo, de U. diversum o Mycoplasma spp. En
hembras, U. diversum puede causar vulvovaginitis granular, salpingitis, endometritis, placentitis

y alveolitis fetal, alteraciones que pueden provocar abortos y el nacimiento de terneros débiles
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(Santos Junior et al. 2021), En el caso de los machos, U. diversum parece afectar de forma
negativa a la espermatogénesis y es capaz de adherirse a la membrana espermatica de los
espermatozoides, lo que afecta a la funcionalidad y movilidad de los espermatozoides (Hobson et
al. 2013). Asimismo, esta bacteria también parece estar relacionada con casos de vesiculitis
seminal, balanopostitis y epididimitis (Santos Junior et al. 2021). Cabe citar también que U.
diversum, de igual modo a lo descrito para C. fetus y T. foetus, puede ser transmitido a través de
la monta natural y de la IA (Hobson et al. 2013; Givens 2018). Un caso similar es el de
Mycoplasma bovigenitalium, que pese a haber sido asociado a infertilidad en bovino desde hace
afios pudiendo causar problemas reproductivos en hembras y pudiendo disminuir la calidad
espermatica en toros, asi como ser transmitido a las hembras (Tourtellotte y Lein 1976; LaFaunce
y McEntee 1982; Saed y Al-Aubaidi 1983), aun hoy existen pocos trabajos centrados en su

deteccidn en muestras clinicas de toros reproductores.

Actualmente existen abordajes alternativos para la deteccion y estudio de microorganismos de
forma simultanea, asi como para el estudio de la dindmica y el comportamiento de poblaciones
microbianas en su conjunto, sin la necesidad de emplear cultivos o inmunoensayos (Ferone et al.
2020). Un ejemplo de esta aproximacion es la secuenciacion masiva, que resulta ser una técnica
muy potente en la deteccion y caracterizacion de microorganismos. En los Gltimos afios esta
técnica ha revolucionado el campo del entendimiento de las enfermedades infecciosas al hacer
posible la deteccion simultanea de multitud de microorganismos presentes en una determinada
muestra clinica, asi como el estudio de la dindmica de las poblaciones microbianas mediante el
analisis del microbioma, el proteoma o el metaboloma (Van Borm et al. 2015). Asi, cabe citar que
una técnica de secuenciacion masiva para el estudio de la composicion de poblaciones de

microorganismos presentes en una muestra clinica es la metagenémica (Handelsman et al. 1998).

En la actualidad, los estudios metagenémicos de poblaciones microbianas presentes en muestras
clinicas consisten en el analisis del genoma de las diferentes especies a través de andlisis
bioinformaticos llevados a cabo sobre las secuencias genomicas obtenidas a partir de

secuenciacion masiva de determinados “barcodes” (regiones gendmicas altamente conservadas
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en términos evolutivos y que a su vez presentan la variabilidad suficiente para la discriminacién
de especies). Los barcodes mas cominmente empleados en la actualidad son: i) para bacterias: la
region V3-V4 del gen del 16S ARNr (Bharti y Grimm 2021), aunque el gen gyrB también parece
ser un buen candidato (Poirier et al. 2018); ii) para hongos: las regiones ITS (“internal transcribed
spacer”), con resultados controvertidos (Licking et al. 2020), y el gen del 18S ARNr (Tkacz et
al. 2018), iii) para virus: se emplea la secuenciacion “Shotgun” (Roux et al. 2021). Pese a ser un
analisis empleado desde hace mas de una década como una herramienta para la investigacion de
microorganismos en el ambito de la ecologia (Tyson et al. 2004), atin no esta implementada como
técnica diagndstica en el campo de la veterinaria, en parte, debido al elevado coste que supone su

empleo (Kumar, 2019).

Una prometedora alternativa reciente al empleo de barcodes o secuenciacion Shotgun para la
clasificacion de microorganismos presentes en muestras bioldgicas de animales parece ser la
secuenciacion de genomas completos en tiempo real mediante la nueva tecnologia que ofrecen
los secuenciadores portatiles de ultima generacion (Lamb et al. 2020). Esta nueva tecnologia es
capaz de secuenciar los genomas presentes en una muestra clinica sin necesidad de generar
previamente librerias, abaratando asi los costes del ensayo. Las cadenas de nucle6tidos atraviesan
unos poros proteicos en el secuenciador que actGan como biosensores que van determinando el
orden de las bases nitrogenadas en las cadenas nucleotidicas mediante la deteccion de
fluctuaciones en la corriente iénica que se genera con el paso de los nucledtidos por el biosensor
(Wang et al. 2021). No obstante, como ya se comenta en este Gltimo trabajo, ain quedan aspectos
gue mejorar sobre las tasas de error en las lecturas de secuencias, que actualmente superan a las
obtenidas mediante otras técnicas de secuenciacion masiva, como por ejemplo la tecnologia
empleada para los anélisis metagendmicos ya citados (Poirier et al. 2018; Tkacz et al. 2018; Bharti

y Grimm 2021; Roux et al. 2021; Wang et al. 2021).

Los estudios metagendmicos en veterinaria aun son muy escasos siendo especialmente limitados
en lo que respecta al analisis de muestras prepuciales de toros reproductores (Wickware et al.

2020). Hasta nuestro conocimiento, existe un Unico trabajo publicado en esta area determinandose
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que la composiciéon de las poblaciones bacterianas de muestras prepuciales de toros no se
diferencian de manera significativa en funcion de variables como la alimentacion, el uso de
antibioticos o el historial de cria (Wickware et al., 2020). La ausencia de estudios de este tipo
limita el conocimiento acerca de las poblaciones microbianas potencialmente asociadas a
infertilidad bovina presentes en toros reproductores tanto para la identificacion de
microorganismos asociados a patologias reproductivas desconocidos hasta la fecha como para la
determinacion de relaciones sinérgicas y coinfecciones de agentes infecciosos asociados a

problemas de fertilidad en toros.

63






Hipotesis y objetivos

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

El sector vacuno de carne tiene una gran relevancia en Espafa representando, aproximadamente
el 15,3% de la produccién ganadera y el 5,8 % de la produccidn agraria [datos de 2020, (MAPA
de Espafia, 2021)]. Ademaés, Espafia es el tercer pais de la UE en importancia respecto al sector
de vacuno de carne generando, 677.000 toneladas de carne en 2020 (MAPA 2021). El sistema
productivo que soporta el grueso de esta produccién en Espafia se corresponde con sistemas
ganaderos extensivos donde la fertilidad es crucial para el adecuado rendimiento de esta
produccién. Sin embargo, estos sistemas suelen presentar bajos porcentajes de fertilidad (69,5%
de media en 2020) (SITRAN 2021) en comparacion al valor medio registrado en la Union Europea
(superior al 80%) [dichos indices estiman la relacidn entre el nimero de terneros registrados en
un afio (total hijos) y el numero de vacas nodrizas presentes (total madres), expresado en
porcentaje] (Gonzélez-Rodriguez 2016; SITRAN 2021). Este indice es un factor esencial que
determina el coste de una vaca para una explotacion, lo que impacta de forma directa en la
viabilidad econémica de la misma, ademas de las repercusiones a nivel productivo que ello

acarrea.

La infertilidad debida a agentes infecciosos es uno de los puntos clave en los bajos indices de
fertilidad que frecuentemente se observan en sistemas bovinos extensivos, donde ademas algunos
de los patogenos responsables de infertilidad tienen un caracter zoondsico. Resulta de especial
importancia considerar el papel de los machos en relacién con la infertilidad de origen infeccioso
ya que existen muchas limitaciones en el conocimiento sobre el impacto que determinados
microorganismos tienen en la fertilidad de los machos empleados para la cria y el papel de los
toros en la transmision venérea de patdgenos. A esta limitacion en el conocimiento se le suma el
limitado ndmero de controles microbiol6gicos rutinarios que se llevan a cabo en machos

reproductores para multitud de patdgenos potencialmente relevantes, pese a que, en sistemas
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bovinos extensivos, un mismo macho puede ser empleado para la cubricién de varias hembras a
través de la monta (préctica habitual en estos sistemas, pero de especial riesgo en la transmision

veneérea).

Pese a la escasa informacion publicada sobre microorganismos que puedan afectar a la fertilidad
de los toros (que puede pasar desapercibidos en los controles rutinarios), en Espafia (y a nivel
mundial) se han identificado dos patdgenos primarios de importancia en las poblaciones de toros
criados en régimen extensivo y empleados como reproductores: C. fetus y T. foetus. Existen una
serie de factores que permiten entender la relevancia de estos patdgenos y las dificultades que
presentan para su control. En primer lugar, no existe un tratamiento eficaz para su control en toros
reproductores (Vasquez et al. 1983; Foscolo et al. 2005; Michi et al. 2016; Erickson et al. 2017;
MAPA 2019, 2022; Balzan et al. 2020). En segundo lugar, ambos patdégenos son capaces de
transmitirse de machos a hembras a través de la monta y la inseminacion artificial (Givens 2018),
donde los machos pueden actuar como reservorios debido a que en ellos las infecciones resultan
asintomaticas, pasando facilmente desapercibidas (Michi et al. 2016). Por Gltimo, muchas de las
técnicas diagndsticas empleadas de manera rutinaria para la deteccion de estos microorganismos
en lavados prepuciales (muestra de eleccion) no estan exentas de limitaciones en términos de
sensibilidad y especificidad, lo que podria estar comprometiendo el rendimiento diagndstico y
por tanto dificultando su deteccion en los rebafios (Lander 1990a; Monke et al. 2002; Midlej et
al. 2011; Chaban et al. 2013; Yao 2013; Van Der Graaf-Van Bloois et al. 2014; Frey et al. 2017,

WOAH 2018, 2021).

Como se ha mencionado anteriormente, existe un bajo nimero de estudios publicados sobre el
estudio de patégenos causantes de infertilidad en toros, especialmente estudios que aborden el
impacto de patégenos oportunistas (como Mycoplasma spp.) y microorganismos causantes de
infertilidad en hembras que pueden ser transmitidos de forma venérea causando una infeccion
silente en los machos. Todo ello se traduce en que el conocimiento que tenemos acerca del papel
del toro en los problemas de infertilidad bovina de origen infeccioso en el rebafio en explotaciones

de régimen extensivo sea muy limitado y, por tanto, sea muy dificil dimensionar las medidas
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necesarias que han de tomarse en los toros para mejorar los indices de fertilidad en este tipo de

granjas.

En este contexto, la mejoray la optimizacion de las técnicas empleadas en el diagnostico de causas
de infertilidad bovina de origen infeccioso y la implementacion de nuevas tecnologias en este
campo, como la secuenciacion masiva, brindan la posibilidad de estudiar el verdadero papel de
agentes infecciosos identificados como patégenos primarios a este nivel asi como de las
poblaciones microbianas totales presentes en una muestra clinica, permitiendo tener una vision
integradora sobre qué microorganismos potencialmente causantes de infertilidad en las
poblaciones de toros reproductores estdn presentes en una muestra, asi como otros
microorganismos que pueden estar pasando desapercibidos con el uso de técnicas convencionales
(que suelen estar mas dirigidas a patdgenos especificos). La aplicacion de nuevas metodologias
permitiria tener una visiébn mas amplia de los posibles patdégenos primarios y oportunistas
asociados a infertilidad en el macho, asi como su posible relacion con el microbioma presente en

muestras prepuciales de toros reproductores.

En base al conocimiento actual sobre el papel del macho en la infertilidad bovina de caracter

infeccioso en explotaciones extensivas, se plantean las siguientes hipotesis generales:

A. Hipotesis 1: existen microorganismos que juegan un papel importante
(primario/secundario) en los problemas de fertilidad de origen infeccioso en toros de
régimen extensivo que no se conocen 0 que no se consideran en los analisis
microbioldgicos realizados en el diagnoéstico rutinario de esta patologia.

B. Hipdtesis 2: existe un limitado conocimiento acerca del verdadero papel del macho en la
infertilidad infecciosa bovina en el rebafio, seguramente asociado al bajo nimero de
estudios realizados en machos reproductores en extensivo sobre los patégenos causantes
de infertilidad en toro que pueden ser transmitidos de forma venérea a las hembras en
las que causan problemas de fertilidad.

C. Hipotesis 3: El analisis sistematico de la literatura cientifica es una herramienta util

para reconocer los patégenos descritos asociados a infertilidad en toros permitiendo
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identificar las posibles limitaciones més relevantes respecto al conocimiento que tenemos
sobre el posible impacto del toro en la fertilidad de los rebafios por causas infecciosas,
de utilidad para sentar las bases de planes de control y prevencion de agentes infecciosos
causantes de infertilidad en toros.

Hipotesis 4: El empleo de anélisis metagenomicos sobre muestras clinicas procedentes
de toros reproductores es una herramienta adecuada para avanzar en el conocimiento
sobre el papel del toro en los problemas de infertilidad de etiologia infecciosa,
permitiendo identificar patdgenos asociados a problemas de fertilidad en los rebafios asi
como sus dindmicas de infeccidn, especialmente en el caso de aquellos potenciales
patégenos que escapan a los controles rutinarios, asi como arrojar informacion sobre la
presencia de microorganismos desconocidos hasta la fecha que pudieran estar
afectando, ya sea de forma primaria o secundaria.

Hipotesis 5: Las herramientas moleculares actualmente implementadas en la deteccion
de C. fetus y T. foetus presentan un margen de mejora que repercutiria en las medidas
de control y manejo de estas patologias infecciosas en el toro.

Hipotesis 6: La deteccion de C. fetus y la diferenciacion de las subespecies Cfv y Cff en
muestras prepuciales de toros mediante el empleo de protocolos de PCR presenta
limitaciones en cuanto a sensibilidad y/o especificidad que impactan en los ratios de
deteccién de C. fetus en lavados prepuciales, disminuyendo el rendimiento diagndstico
para deteccion y diferenciacion de subespecies de C. fetus en muestras clinicas.
Hipotesis 7: El empleo de protocolos de PCR para la deteccion de T. foetus en muestras
prepuciales de toros reproductores (técnica cominmente empleada por laboratorios
diagnosticos), presenta limitaciones en cuanto a su especificidad debido a que la mayoria
emplean como diana en una region homologa (ARNr-ITS) en otras especies de
Trichomonas potencialmente presentes en muestras clinicas, lo que se podria traducir en
la potencial aparicion de falsos positivos. Por ello, el disefio de protocolos de PCR sobre

dianas genéticas alternativas como herramienta de confirmacion de infecciones por T.
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foetus en lavados prepuciales de toro supondria una mejora del rendimiento diagnostico
mediante PCR.

H. Hipotesis 8: El cultivo bacterioldgico de Cfv, considerado la técnica de referencia en el
diagndstico de CGB, es una técnica muy poco eficiente debido a las limitaciones técnicas
de esta aproximacion asi como a las particularidades de C. fetus, por lo que el
establecimiento de un protocolo para el transporte, enriquecimiento, cultivo y
aislamiento que mejore la sensibilidad de los analisis bacterioldgicos de Cfv a partir de
muestras de lavados prepuciales seria una herramienta clave para la mejora en su

rendimiento diagnostico en toros reproductores.

2.2. Objetivo

El objetivo general de la presente memoria de tesis doctoral es la mejora del conocimiento sobre
el papel del toro como elemento clave (y hasta la fecha poco estudiado) en los problemas de
infertilidad de origen infeccioso en rebafios bovinos criados en régimen extensivo a través del
estudio de los patdgenos asociados a infertilidad en el toro, asi como mediante la evaluacién y
desarrollo de herramientas diagndsticas de Ultima generacién y tradicionales, poniendo especial
atencion a las técnicas diagndsticas mas comunmente empleadas para la deteccion de dos

patdgenos de importancia en explotaciones extensivas en Espafa: C. fetus y T. foetus (Figura 3).

2.2.1. Objetivos especificos

1. Llevar a cabo una evaluacion sistematica de las principales causas de infertilidad en
ganado bovino criado en régimen extensivo debido a agentes infecciosos y la potencial
presencia de agentes predisponentes asociados a infertilidad en bovino a través del estudio

pormenorizado de microorganismos identificados causantes de infertilidad en ganado
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bovino asi como de agentes asociados a infertilidad recogidos en la bibliografia cientifica.
Se realizard mediante una revision sistematica de la literatura cientifica sobre trabajos
realizados en explotaciones bovinas que relacionen problemas de fertilidad y la presencia
de microorganismos causantes de infertilidad en bovino o potencialmente causantes de
problemas de fertilidad en los rebafios sometidos a estudio, centrandose en el papel del
macho infértil o subfértil asi como portador de microorganismos causantes de infertilidad
en hembras (Figura 3).

Llevar a cabo un andlisis diferencial entre las poblaciones bacterianas presentes en
lavados prepuciales de toros empleados para la cria con bajas tasas de fertilidad y machos
sanos desde un punto de vista reproductivo, con el fin de explorar la asociacién entre
determinadas poblaciones bacterianas (asi como la presencia de bacterias individuales) y
problemas de infertilidad bovina. Para ello, se llevard a cabo la identificacion vy
cuantificacion de patdgenos primarios conocidos asi como oportunistas asociados a
infertilidad bovina mediante una analisis metagenémico y estadistico Dichos analisis
perseguiran como fin contribuir a la mejora del conocimiento sobre las causas infecciosas
de infertilidad en bovino extensivo mediante el estudio del microbioma bacteriano de
muestras prepuciales procedentes de toros reproductores con bajos indices de fertilidad
(inferiores al 80%) y machos sanos, identificando aquellas bacterias asociadas a
problemas reproductivos (Figura 3).

Evaluar diferentes protocolos de PCR publicados en la literatura cientifica para la
deteccién de C. fetus y la diferenciacion de las subespecies Cfv y Cff en lavados
prepuciales de machos reproductores criados en régimen extensivo con el fin de
desarrollar y establecer un protocolo de deteccion mediante PCR que mejore el
rendimiento diagnostico de esta técnica, y en consecuencia, permita la identificacion de
toros portadores para llevar a cabo la implementacion de pautas de actuaciony prevencion
maés répidas y eficaces en los programas de reproduccion de explotaciones extensivas de

ganado bovino (Figura 3).
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Evaluar diferentes protocolos de PCR publicados en la literatura cientifica para la
deteccidn de T. foetus en lavados prepuciales de machos reproductores criados en régimen
extensivo asi como disefiar un nuevo protocolo de PCR basado en nuevas dianas genéticas
alternativas a aquellas disefiadas sobre la region ARNr-1TS, utilizada por excelencia para
este objetivo, con el fin de desarrollar y establecer un protocolo de deteccién que mejore
el rendimiento diagnostico de esta técnica que pueda aplicarse en la implementacion de
pautas de actuacién y prevencién mas rapidas y eficaces en los programas de
reproduccion de explotaciones extensivas en bovino (Figura 3).

Evaluar diferentes protocolos de cultivo publicados en la literatura cientifica para el
aislamiento de Cfv a partir de muestras de lavados prepuciales de toros reproductores
criados en régimen extensivo con el fin de establecer el protocolo de aislamiento que
mejore el rendimiento diagndstico de esta técnica, y en consecuencia, permita la
implementacion de pautas de actuacién y prevencion mas rapidas y eficaces en los
programas de reproduccién de explotaciones extensivas en bovino asi como el estudio de
Cfv en toros reproductores (estudios de sensibilidad antibiética, epidemiologia

molecular, etc.) (Figura 3).

| HIPOTESIS 1,2y 3 | | HIPOTESIS 1y4 | | HIPOTESIS 5,6y7 | | HIPOTESIS 8

OBJETIVO OBJETIVO OBJETIVO OBJETIVO OBJETIVO
GENERAL

ESPECIFICO 1 ESPECIFICO 2 ESPECIFICO 3y 4 ESPECIFICO 5

l

CAPITULO DE TESIS I CAPITULO DETESIS I  CAPITULO DE TESIS III

|

ARTICULO 1y 2 ARTICULOS 3y 4 ARTICULO 5

Figura 3. Relacién del objetivo general y las hipotesis y objetivos especificos de la presente tesis con los
diferentes capitulos y articulos llevados a cabo para alcanzar dichos objetivos que den respuesta a las
hipdtesis planteadas. La HIPOTESIS 1 plantea que existen microorganismos causantes de infertilidad en
toros en extensivo que no se conocen 0 que no se consideran en los analisis diagnosticos rutinarios, a su
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vez la HIPOTESIS 2 plantea el escaso nimero de trabajos dirigidos sobre el toro como causa de infertilidad
infecciosa en rebafios, mientras que la HIPOTESIS 3 plantea que la revision sistematica de la literatura
cientifica resultaria una herramienta Gtil para listar los patégenos descritos hasta la fecha asociados a
infertilidad en toros e identificar las posibles limitaciones respecto al conocimiento sobre la importancia
del toro en la fertilidad de los rebafios por causas infecciosas. Por ello se plantea el OBJETIVO
ESPECIFICO 1 para el cual se realizo el trabajo recogido en el ARTICULO 1 del CAPITULO I, en el que
se realiza una busqueda sistematica de la literatura para elaborar un ranking de microorganismos asociados
a infertilidad (en explotaciones bovinas compuestas por machos 0 ambos sexos) y establecer potenciales
puntos clave en las lagunas sobre el conocimiento acerca del verdadero papel del macho en relacién a
infertilidad infecciosa. En el mismo capitulo de tesis (CAPITULO 1), se muestra el ARTICULO 2 en el que
se realiza el estudio metagenémico (basado en el gen del 16S del ARNr) de 1029 lavados prepuciales para
la clasificacion bacteriana de microorganismos potencialmente asociados a bajos indices de fertilidad en
los rebafios, un trabajo enmarcado dentro del OBJETIVO ESPECIFICO 2 orientado a dar respuesta a la
HIPOTESIS 1y la HIPOTESIS 4 que plantea que el empleo del analisis metagendmico sobre muestras
clinicas de toros reproductores podria ser una herramienta adecuada para la identificacioén de patégenos
asociados a problemas de fertilidad, incluyendo aquellos que escapan a los controles rutinarios. La
HIPOTESIS 5 plantea que las herramientas moleculares actualmente implementadas en la deteccion de C.
fetus y T. foetus, (cultivos y PCR) presentan actualmente margen de mejora, donde la HIPOTESIS 6 plantea
las limitaciones y susceptibilidad de mejora de la PCR para la deteccién de C. fetus y la diferenciacién de
Cfv y Cff en muestras prepuciales, mientras que la HIPOTESIS 7 plantea las limitaciones para la deteccion
de T. foetus mediante PCR. Por ello se establecen los OBJETIVOS ESPECIFICOS 3y 4 para los cuales se
realizaron los trabajos recogidos en los ARTICULOS 3y 4 del CAPITULO |1, en el que se realizaron
estudios comparativos de protocolos modificados a partir de protocolos previamente publicados, asi como
de nuevos protocolos de PCR que mejoren el rendimiento diagnostico de C. fetus (y diferenciacion de Cfv
y Cff) (ARTICULO 3) y T. foetus (ARTICULO 4) mediante PCR a partir de lavados prepuciales. Por
altimo, la HIPOTESIS 8 plantea las limitaciones del cultivo para la deteccion de Cfv y por tanto de la
susceptibilidad de mejora en el diagndéstico de la CGB mediante esta técnica. Por ello, contemplado dentro
del OBJETIVO ESPECIFICO 5, se realizé el trabajo recogido en el ARTICULO 5 del CAPITULO llI, en
el que se realizé un estudio comparativo de diferentes medios y estrategias de cultivo para la recuperacion
de Cfv a partir de muestras prepuciales.
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3. PLAN DE TRABAJO/METODOLOGIA

3.1. Material de estudio

El material de estudio consistio, por una parte, en un total de 87 publicaciones cientificas con las
que se realiz6 el estudio incluido en el Articulo 1 (“What about the bull? A systematic review
about the role of males regarding to bovine infectious infertility within cattle herds ”) incluido en
el Capitulo 1. Dicho estudio consistié en una revision sistematica de aquellos trabajos publicados
hasta el 4 de agosto de 2021 que asociaban la presencia de microorganismos en rebafios
compuestos en su totalidad por machos o por machos y hembras, con problemas de fertilidad en

dichos rebafios (ver seccion 3.2. Revisidn sistematica de la literatura cientifica).

Por otra parte, se analizaron lavados prepuciales de 1309 toros reproductores criados en régimen
extensivo en ecosistemas de dehesa y montafia en Espafia, muestreados en el contexto de andlisis
realizados para el diagnostico rutinario de C. fetus y T. foetus. Los lavados prepuciales se obtenian
mediante el uso de un raspador prepucial mediante el cual se tomaba la muestra del prepucio del
toro, que a continuacion se resuspendia en 15 mL de tampon fosfato salino (PBS) estéril. Sobre
dichos 15 mL se realiz6 una centrifugacion a 1512 g durante 10 min para la obtencion de un pellet
gue se conservé en congelacion a -80°C hasta la extraccion de ADN. Del total de 1309 lavados

prepuciales:

i) Se emplearon 1029 lavados en el estudio mostrado en el Articulo 2 (“Exploiting 16S
rRNA-based metagenomics to reveal neglected microorganisms associated with
infertility in breeding bulls in Spanish extensive herds”), de los cuales, ademas:

o Se emplearon 289 al azar para la realizacion del estudio mostrado en el Articulo
3 (“Evaluation of PCR assays for Campylobacter fetus detection and
discrimination between C. fetus subspecies in bovine preputial wash simples”),

seleccionados con base en los resultados metagendémicos del Articulo 2,
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o Se emplearon 466 para la realizacion del estudio mostrado en el Articulo 4
(“Molecular detection of Tritrichomonas foetus in bovine samples: a novel
real-time polymerase chain reaction (PCR) assay targeting EF1-alpha-Tf1 and
a comparative study of published PCR techniques ”), seleccionados con base con
base en los resultados previos de PCR frente a la deteccion de T. foetus.

i) Se emplearon 32 lavados prepuciales para la realizacion del estudio recogido en el
Articulo 5 (“Time, temperature and media: the three keys to improve the recovery of
Campylobacter fetus subsp. venerealis from preputial bull samples ), seleccionados a

partir de toros con resultados negativos de PCR frente a deteccién de C. fetus.

Con respecto al material de laboratorio, equipos e infraestructuras empleados en el desarrollo de
los estudios, la fase experimental ha sido realizada en los laboratorios del Centro de Vigilancia
Sanitaria Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid (VISAVET-UCM), el Instituto
Tecnoldgico Agrario de la Comunidad de Castillay Ledn (ITACyL) y la Universidad de Burgos,
equipados con la tecnologia y el material necesarios para la realizacion de los estudios llevados a

cabo en la presente memoria de tesis doctoral.

3.2. Revision sistematica de la literatura cientifica

Para el estudio pormenorizado de los agentes infecciosos causantes o asociados a infertilidad
bovina identificados en la bibliografia se llevo a cabo una revision sistematica de la literatura
cientifica (Articulo 1 “What about the bull? A systematic review about the role of males regarding
to bovine infectious infertility within cattle herds”’) mediante cadenas de blsqueda en diferentes
bases de datos [Pubmed (((("Infection"[Mesh]) OR "Reproductive Tract Infections"[Mesh])
AND "Fertility"[Mesh]) OR "Infertility"[Mesh]) AND "Cattle"[Mesh])’; Scopus ‘TITLE-ABS-
KEY (("In fection" AND ("Fertility" OR "Infertility") AND "Cattle"))’; Web of Science

“TS=(("Infection” AND ("Fertility" OR "Infertility") AND "Cattle"))’], y siguiendo un flujo de
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trabajo PRISMA (PRISMA 2022) (Figura 4). Los resultados se filtraron mediante los siguientes
criterios de inclusion y exclusién: i) los trabajos debian tratarse de estudios originales de
investigacion, excluyendo resefias, cartas, editoriales, conferencias y ensayos de vacunacion, ii)
los trabajos debian tratarse de estudios de campo, excluyendo estudios de investigacién bésica,
iii) los andlisis debian haberse realizado sobre muestras procedentes de granjas y mataderos
tomadas directamente de los animales, excluyendo muestras de suelos, aguas, alimentos, etc., iv)
el resumen de los trabajos debia identificar la presencia de uno 0 mas microorganismos como
causa de la infertilidad en los rebafios, excluyendo aquellos que sefialaban como causa otros
factores como la dieta, v) los trabajos debian haber sido llevados a cabo en rebafios compuestos
exclusivamente por machos o por ambos sexos, excluyendo aquellos estudios llevados a cabo
exclusivamente en rebafios compuestos por hembras, y vi) los trabajos debian estar publicados en

inglés, excluyéndose trabajos publicados en otros idiomas.

)
Registros: Registros eliminados antes del cribado:
PubMed (n = 1280) Registros eliminados automaticamente por el
5 Scopus (n = 905) —» | gestor bibliografico Mendeley cuando todos
'S Web of science (n = 1001) los registros son agrupados en una misma
8 carpeta (n = 613)
5 Total (n = 3186)
S
E l
Registros totales (n = 2573) — | Eliminacion de registros duplicados (n = 2)
n i
3
S . - B Registros excluidos en base a Is criterios de
2 Registros cribados (n = 2571) —> | seleccion (n = 2533)
O
N/
)
é Estudios incluidos (n = 38)
o)
£
N/

Figura 4. Flujo de trabajo PRISMA para la revision sistematica de la literatura a partir de registros
procedentes de bases de datos (PRISMA 2022) haciendo uso del gestor bibliografico Mendeley Desktop
1.19.8 (ELSEVIER 2021).
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La informacién recogida a partir de los trabajos seleccionados fue la siguiente: i) afio y pais del
estudio; ii) tipo de explotacion ganadera; iii) censo de la explotacion, iv) edad y variedad de los
animales; V) tipo de alimentacion y peso de los animales; vi) tipo de muestra tomada, vii) ensayo
diagnostico empleado; viii) patgenos identificados; ix) nimero de animales con resultado
positivo a los microorganismos estudiados en cada trabajo; y x) tipo de grupo control y tipo de

prueba estadistica empleada (si aplica).

Por otro lado, en el marco del Articulo 3, titulado “Evaluation of PCR assays for Campylobacter
fetus detection and discrimination between C. fetus subspecies in bovine preputial wash
samples”, también se realiz6 una busqueda sistematica mediante cadenas de busqueda para la
revision de la informacién publicada en diferentes bases de datos sobre la deteccion de C. fetus
mediante la técnica PCR [PubMed ‘((“Campylobacter fetus"[Mesh]) AND "PCR"[Mesh])’; Web
of Science ‘TS=((“Campylobacter fetus" AND "PCR"))’; y Scopus ‘TITLE-ABSKEY
((“Campylobacter fetus" AND "PCR")’]. Los resultados se filtraron mediante los siguientes
criterios de inclusion: i) los trabajos debian incluir la secuencia completa de los cebadores
empleados, ii) los trabajos debian incluir la secuencia completa de las sondas en el caso de tratarse
de protocolos de PCR en tiempo real, iii) debia confirmarse la especificidad del conjunto de
cebadores y sonda in silico mediante BLAST 2.11 (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
considerandose como validos aquellos cebadores cuya identidad con secuencia de referencia de
GeneBank para C. fetus fuera del 100% y a su vez que esto no ocurriera con secuencias de otros
patdgenos asociados a infertilidad en bovino y/o otros microorganismos potencialmente presentes
en muestras prepuciales de toros, iv) la sonda debia tener un 100% de identidad con secuencias
correspondientes a Campylobacter spp., y v) debian estar descritas las condiciones del protocolo

de amplificacion de PCR.

Debido al alto nimero de dianas de PCR descritas, cuando varios protocolos de PCR se dirigian
sobre la misma diana, se aplicaron los siguientes criterios de preferencia: i) aquellos protocolos
cuya sensibilidad y especificidad analitica (y diagndstica si aplicaba) estuvieran evaluados y

validados por diferentes publicaciones cientificas, ii) aquellos protocolos empleados sobre
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muestras clinicas y cuya sensibilidad, especificidad y otros ratios de deteccion indicaran que se
trataban de protocolos de deteccion con bajas tasas tanto de falsos positivos como de falsos
negativos entre sus resultados, y finalmente, iii) se priorizaron protocolos de PCR en tiempo real

frente a protocolos de PCR convencional.

Por ultimo, se realizé una blsqueda sistematica mediante cadenas de busqueda para la revision
de la informacion publicada sobre la deteccion de T. foetus mediante la técnica PCR, trabajo
recogido en el Articulo 4 (“Molecular detection of Tritrichomonas foetus in bovine samples: a
novel real-time polymerase chain reaction (PCR) assay targeting EFI-alpha-Tfl and a
comparative study of published PCR techniques ”) empleando tres motores de busqueda: PubMed
‘[(Tritrichomonas foetus) AND (PCR))]’, Web of Science [‘TS=(Tritrichomonas AND foetus
AND PCR)’]; y Scopus [‘TITLE-ABS-KEY (“Tritrichomonas foetus”) AND (“PCR”)’]. Los
resultados se filtraron mediante los siguientes criterios de inclusion y exclusion: i) los trabajos
debian incluir informacidn acerca de la diana genética sobre la que se dirigia el protocolo de PCR,
ii) se debia indicar la secuencia completa de cebadores y sonda (en el caso de que el protocolo
hiciera uso de esta), iii) las condiciones de PCR debian estar incluidas en el manuscrito, y iv) las
técnicas PCR debian estar basadas en la deteccion de ADN (y no de ARN, debido a la fragilidad
de esta molécula en muestras de campo) y, en el caso de protocolos de PCR en tiempo real, los
sistemas de fluorescencia empleados debian ser los mas cominmente empleados como SYBR
green o sondas TagMan, debido a las limitaciones técnicas de muchos laboratorios diagndsticos.
Cuando distintos trabajos hacian uso del mismo set de cebadores, se selecciond el protocolo que
hubiese sido empleado sobre muestras clinicas con resultados satisfactorios y/o aquellos
protocolos adaptados al formato de PCR en tiempo real, dando prioridad, a su vez, a aquellos

protocolos que emplearan sondas especificas.
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3.3. Andlisis metagendmico de las poblaciones bacterianas presentes en lavados prepuciales de

toros. Analisis estadistico de los resultados.

En el marco del Articulo 2 (“Exploiting 16S rRNA-based metagenomics to reveal neglected
microorganisms associated with infertility in breeding bulls in Spanish extensive herds”) se
analizaron mediante metagendmica como ya se ha citado, un total de 1029 lavados prepuciales
de toros empleados para la cria en régimen extensivo en Espafia (una muestra por toro). El
grupo problema se compuso de 944 muestras procedentes de toros diagnosticados con bajos
indices de fertilidad [fertilidad de los rebafios de los que procedian inferior al 80%, calculada
como la relacidn entre el nimero de terneros registrados en un afio (total hijos) y el nimero de
vacas nodrizas presentes (total madres), expresada en porcentaje], mientras que el grupo control
de 85 muestras correspondientes a toros sanos desde un punto de vista reproductivo (porcentajes
de fertilidad de los rebafios de los que procedian iguales o superiores a 80%). Como se citaba
previamente, las muestras consistieron en lavados obtenidos a partir de raspados prepuciales
resuspendidos en 15 mL de tampo6n PBS, que se centrifugaron a 1512 g durante 10 min. El
precipitado obtenido tras la centrifugacion se resuspendi6 en un buffer de lisis [20 mM Tris-Cl
(pH 8), 2 mM EDTA sédica, 1.2% Triton X-100 y 20 mg/mL lisozima en un volumen final de
360 mL] y fue incubado durante 1h a 37°C. Posteriormente, el DNA fue extraido de acuerdo

con las indicaciones del kit comercial QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Alemania).

El andlisis metagendmico llevado a cabo consistié en la secuenciacién masiva de la region
hipervariable V3-V4 del gen que codifica para la subunidad 16S del ARNr en procariotas. Por
ello, todos aquellos organismos procariotas portadores de este gen en cada una de las muestras
bioldgicas incluidas en el estudio eran susceptibles de ser identificados mediante la comparacion
de sus secuencias V3-V4 del 16S, previamente obtenida mediante PCR, con las secuencias
gendmicas registradas en la base de datos SILVA (https://www.arb-silva.de/). En el presente
estudio, el protocolo de amplificacion del 16S y la formacion de librerias se llevo a cabo bajo las

directrices de Illumina tomando como referencia su guia titulada “16S Metagenomic Sequencing
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Library Preparation” (Illumina 2013). Por otra parte, el andlisis bioinformatico de las més de
100.000.000 secuencias obtenidas, fue llevado a cabo mediante el pipeline QIIMEReporter
(https://github.com/dabadgarcia/giimereporter), que emplea comandos del software QIIME?2

(Bolyen et al. 2019) y el lenguaje de programacién R 3.4.1 (R Core Team 2021).

A continuacion, se resume brevemente el proceso de tratamiento de datos aplicado: las secuencias
crudas pasan por un filtro de calidad en el que se eliminan aquellas cuya secuenciacion es
deficiente. Después las secuencias se unen por pares (las secuencias sentido y antisentido), se
eliminan quimeras y se asigna a cada secuencia par una variante de secuencia (ASV, “Amplicon
sequence variant”) que pueden ser consideradas como unidades taxondmicas operacionales
(OTU, “Operational Taxonomic Unit”) al agruparse en clusteres de secuencias que comparten un
100% de identidad. Por ultimo, mediante el uso de un clasificador Naive Bayes previamente
entrenado (Wang et al. 2007), se asigna a cada OTU una clasificacion taxonémica tomando como
referencia la base de datos SILVA (version 132) (Quast et al. 2013). Asi se obtuvo una tabla con
la composicion bacteriana de cada una de las muestras, gracias a la cual se pudieron comparar los
indices de diversidad alfa y beta de ambos grupos muestrales (problema y control) asi como los
taxones mas abundantes en cada uno de ellos. Esto permitié detectar diferencias y similitudes de
las poblaciones bacterianas que conforman el microbioma del prepucio de los toros sometidos a

estudio y su relacion con problemas de fertilidad.

Por ultimo, se llevd a cabo un analisis estadistico de los resultados obtenidos en el grupo problema
y en el grupo control, de la presencia de especies y géneros bacterianos previamente asociados a
infertilidad basado en el ranking de microorganismos asociados a infertilidad bovina del estudio
recogido en el Articulo 1 (“What about the bull? A systematic review about the role of males
regarding to bovine infectious infertility within cattle herds”) de la presente memoria de tesis
doctoral. Mediante el analisis chi-cuadrado realizado con el software SPSS (IBM SPSS Statistics
25.0), y el estudio de la correccion de los resultados mediante el método Holm-Bonferroni (Holm
1979), se estudi6 la posible correlacién entre la presencia de determinadas especies y géneros

bacterianos y la existencia de bajos indices de fertilidad en los toros sometidos a estudio.
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3.4. Evaluacion y mejora de la deteccion de C. fetus y T. foetus en muestras prepuciales

procedentes de toros criados en régimen extensivo mediante la técnica molecular PCR

Para la evaluacion de las técnicas diagnosticas mas cominmente empleadas en lavados
prepuciales para la deteccidn de C. fetus y T. foetus, esto son, protocolos de PCR (seleccionados
en base a la revision bibliogréfica previa, ver seccion 3.2. Revision sistematica de la literatura
cientifica), se llevaron a cabo una serie de estudios comparativos empleando como técnicas de
referencia: i) la secuenciacién de la region V3-V4 del gen del 16S del ARNr mediante
secuenciacion masiva en el caso de C. fetus, y ii) la PCR indicada por la OMSA (WOAH 2018)
del trabajo de McMillen y Lew (2006) para T. foetus, ya empleada como técnica de referencia

previamente (Meggiolaro et al. 2019).

Con los resultados de dichos estudios se desarrollaron y compararon protocolos de PCR para la
deteccion de C. fetus (para identificacion de especie y subespecie, 3.4.1. Estudio comparativo
para la deteccion mediante PCR de C. fetus en lavados prepuciales de toros) y de T. foetus (para
identificacion de especie, 3.4.3. Estudio comparativo para la deteccion de T. foetus en lavados

prepuciales).

Cabe citar que para el estudio comparativo deteccion de C. fetus mediante PCR, se incluyd,
ademas de los protocolos de PCR previamente publicados, un protocolo de PCR en tiempo real
sonda especifico adaptado para este estudio a partir de un protocolo de pirosecuenciacion
publicado con anterioridad (Persson et al. 2012) (ver seccion 3.4.2. Adaptacion de un protocolo

de pirosecuenciacion a PCR en tiempo real sonda especifica para la deteccion de C. fetus).

Por su parte, en el caso del estudio de deteccion de T. foetus mediante PCR, de manera adicional
al estudio comparativo también se disefid y evalud un nuevo protocolo de PCR en tiempo real
basado en una sonda especifica dirigida al gen EF1-alfa-Tf. Esta diana ha sido previamente
identificada y caracterizada como una region gendmica conservada entre miembros del género
Tritrichomonas spp. pero variable entre distintas especies (Reinmann et al. 2012), lo que lo

convierte en una diana de PCR alternativa a ARNr-ITS para la deteccion de T. foetus (ver
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seccién 3.4.4. Disefio de una PCR real-time sonda especifica basada en el gen EF1aTfI para

la deteccion de T. foetus en lavados prepuciales de toros).

3.4.1. Estudio comparativo para la deteccion de C. fetus mediante la técnica PCR en lavados

prepuciales de toros reproductores

Para la realizacion de este estudio comparativo, en primer lugar se realizd una revision
bibliografica sistematica con cadenas de busqueda en diferentes bases de datos. Los articulos
obtenidos se revisaron y seleccionaron en base a criterios de inclusion y exclusion (ver seccion
3.2. Revision sistematica de la literatura cientifica). De este modo, se seleccionaron un total de
34 publicaciones desde 1996 hasta 2020 que presentaban protocolos de PCR basados en un total
de 10 dianas genéticas diferentes, donde 6 estaban dirigidos a la identificacién de la especie C.
fetus (16S rRNA, gyrB, cpn60, cstA, cdtB y nahE) y 4 estaban dirigidos a la identificacién de
la subespecie (ISCfel, parA, sapB2 y virB11). Las secuencias de los cebadores y las sondas
empleadas en cada uno de los protocolos comparados, asi como las condiciones de

amplificacién de cada técnica de PCR se resumen en la Tabla 3.

El anélisis de su especificidad y sensibilidad analitica de todos los protocolos de PCR se realizé
de acuerdo a las directrices de la OMSA expuestos en el informe titulado “Principles and
methods of validation of diagnostic assays for infectious diseases” (WOAH 2019). La
especificidad fue analizada empleando una bateria de aislados de otras especies de
microorganismos potencialmente presentes en los lavados prepuciales [p.ej. T. foetus
(referencia cepa tipo: ATCC 30232), Brucella abortus o Escherichia coli] y/o
filogenéticamente préximos a C. fetus (p.e. Campylobacter coli o Campylobacter jejuni),
incluidas todas las subespecies conocidas hasta el momento: Cfv (referencia interna

ICM18/00036 e ICM17/02263), Cff (ATCC 27374") y Cft (ATCC BAA 25397).

81



Plan de trabajo/metodologia

£-LVLIOOVIODIDDIOVIOL-S UdD (200t smaf dsqus
S€b 01/TL 0€ 0€/ZL 06/65 0€/S6 S1/S6 - S0 S0 STI ST £-DVDVDDOOVVIOLVVVIVIVVVOIO-S 110  TOM e 30 Suep) [RUOIDURAUOY) Zgdps snjaf 1a1orqojddun)
£~ LIODVOVVIVVOVVLVOVOLLLLOO- S ¥suap  (SUOA) v (L661
bl 01/TL  S€ 06/TL  09/09  S1/96  S1/S6 - g0 S0 ¢TI St £ LLVOOOLLVIVOOOLLLOVOOVLLD-S ASUsA  L6H ‘e 32 Wngy) [eUODURATO)  Fund
L£-DDLLIOVODIOVIVIOLLYD-,S ¥p359110U #2102 I
€€T  01/TL SE€ 06/TL  09/09 SI/96 SI/S6 - 80 8€0 0O 0T LE-DDIDVVIODIVVVOVIVOOY-,S 143691100 TII ‘210 R[ORI))  [BUOIOUIAUOD) [ g4 —
£-GON-OAN-DVIOIOVOVOOLODLODIOV-DIA-S d-TISI -dsqns snjaf
£-0IOVVIVIVVOVVOVLLIOIIOOVYY-S ¥-cos1  (CISD 1219pq0)iduin’)
80T & or & Sv/09  S1/S6  S/S6 70 90 90 g 0T £-OVLINODOOLLILIOVYVVILL-S I-70SI  €1D
£ EON-OAN-VLYVVOVLIDIOLVOVYVII-DIA-S d-108I €102
£-DLOVVVVVVDLIOVIOIOVYYIVIO-S ¥-10s1  (10SD 839 stoojg uea (epuos) 1
€ - o - SP/09  S1/S6 S/S6 TO 90 90 S 0T £-VVOLLLVVVLIOLVVOVOVVOOOOV-S 41081 €10  Jeerpiepuep)  [earodwary  a/)g7
£~ 1OVVOVOOVVIVVOVIIOVI-.S ¥rON poAL66T
oL 01/ZL SE€ 06/TL  09/09 SI/96 SI/S6 - SO0 S0 STl ST £~ LVOVVIIOIIOVIODIIOVIND-S IEOW  L6H ‘[e 30 wny) [BUOIDUDAUOD) 159
S1/ £-VVDIIOLLLVIONILVIOOVOL-S $8800HI (600T (49AS)
001 1/S6 Ov SI/ZL  ST9 SUS6 §/S6 - TO TO ST ST £VLIOVOODVYOVLIOLODOVOL-S L80OHT 600  ‘Telaueqend)  [earodwary ggdud
£-OAN-HON
-DVVOLVDLVLVOLVVVIVOLLOVMO-NVI-9-S [d-€i43
£VOLVLIOVOVIVIOIOOLLVOVIVIO-S Td-6Ik3 (z10T (epuos) )
s = 0S = 09/09 SI/S6  S/S6 70 vo 0 S ST £ IDIVVOOVIDLOIVVVVOVVIOLD-S £1-GI43 Clid ‘& 10 U0SSId{) [earodwor] .43 smaf
Aa100q0)duin,
£-OIN-LIDVYIOVILLIOVOOLYLVIOL-WVI-9- d-Ueu _ (eroe L
£-VILLLLLIDIOVIOOOLVILLLIOIIOVO-S Y-Aqeu TE:49.SI00[{ A (epuos)
LT = or 2 - SH/09  SI1/S6 TO 90 90 g 0T E-OLIDLOOVIVVVVILVOLOOIVILIOL-S I-dqed €D -Jeels) 1op uep) [ear odwory,  Fyvu
£-DIOVVVLIOLODLIOVOVVI-S £44ds-10 (910C
€SS 0I/TL 0 06/TL 06/9S 0TF6 S/S6 - TO TO STI 0S £-DVVDVIIVVVVODLLIODO-§ ondds3o 9T TeiReWeY)  [RUOKUSAUCY)  g/pd
L£-OAN-ION-D LLOVLLVOVOVVIILOLV-OIA-S 9dS91
L£-1LVOLIDDOOLIDV.LIOD-S AUSII (910C (epuos) PNy
[44 S/0L  SE = 09/09  SI/S6  S/S6 70 60 60 S ST J£-OLLLOVVOLOLOLIOVID-S MAS9I 911 ‘e 32 e[oeI]) [ear odwar], 1597
m
@) () | (660)  660)  (6560) (D) () Q) () ) (1) e
R A e e epuos £ $210pEqa)) 08IP0)  epWwRY WO P odl  euriq .wu_z.m\,_

2dd 2P suoRIpuo;)

"|eJ0100p SIS3) 9p BLIOWaW 8)uasaid e| ap
€ 0]N2JLIY/ |3 U 0p1602aI OAITRIRAWOD OIPNISS |8 UB SOPIN|aUl 1D A AJD S819adsagns ap UQIdBIouUSIaYIp ] A Sn1aj "D ap UQ120319p | eied YDd ap S0j020104d '€ |qRL

82



Plan de trabajo/metodologia

El Cadigo hace referencia al nombre asignado a cada protocolo de PCR. ? Condiciones de PCR: vol(ul)
volumen final de la reaccion de PCR; vol.mix (ul), volumen de 5x QuantiFast Pathogen Master Mix para
PCR en tiempo real (con sonda especifica), 2x QuantiFast SYBR Green PCR Master mix para PCR en
tiempo real (SYBR) y 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix para PCR convencional; Fw(uM),
concentracion final del cebador sentido; Rv(uM), concentracién final del cebador anti sentido; Pr(uM)
concentracion final de sonda; ID. (°C/min), desnaturalizacion inicial; D. (°C/s), fase de desnaturalizacién
dentro de cada ciclo; A. (°C/s), fase de hibridacion dentro de cada ciclo; E. (°C/s), fase de elongacién dentro
de cada ciclo; N°, nuimero de ciclos; FE. (°C/min), elongacion final; AS.(bp), longitud del amplicén en pares
de bases. La concentracion de MgCl; es aquella indicada por defecto por cada uno de reactivos comerciales
de PCR (todos de Qiagen, Alemania). ¢ El trabajo de Graaf et al (2013) analizé la sensibilidad y
especificidad de PCR con un total de 155 aislados C. fetus: se registré una sensibilidad y especificidad del
100% para nahE; 97% de sensibilidad y 100% de especificidad para los cebadores ISCfel-ISC1y 100% de
sensibilidad y 98% de especificidad para los cebadores ISCfe1-1SC2; 100% de sensibilidad y especificidad
para cstA; 58% de sensibilidad y 83% de especificidad para parA; 76% de sensibilidad y 72% de
especificidad para sapB2. ¢ La PCR mudiltiple descrita en el trabajo de Hum et al. (1997) mostrd un elevado
grado de inespecificidades de acuerdo a los resultados obtenidos con muestras de campo en el presente
trabajo, similar a lo obtenido con la PCR multiple descrita en el trabajo de Iraola et al. (2012) que empleaba
el mismo set de cebadores que Hum et al. (1997) para la deteccién de C. fetus. Por tanto, se decidié emplear
las condiciones de PCR descritas en el trabajo de Schulze et al. (Schulze et al. 2006), donde se da solucién
a este problema.

Por otra parte, la sensibilidad analitica de cada protocolo se evalué mediante el uso de diluciones
seriadas en base 10 de una concentracion conocida de ADN (1ng/uL) de C. fetus previamente
extraido y purificado (de acuerdo a las directrices del protocolo de extraccion QlAamp DNA Mini
Kit (Qiagen, Germany) siguiendo las directrices de la OMSA para la correcta determinacién del
limite de deteccion (LOD, “limit of detection”) y su intervalo de confianza (CI, “confidence
interval ) [se prepararon 20 réplicas de la misma dilucion de ADN donde la amplificacion de las
20 réplicas corresponde a un Cl del 100% y la amplificacion de 19/20 corresponde a un CI del
95% (WOAH 2019)]. El punto de corte de las técnicas de PCR en tiempo real se establecio
determinando el valor medio aritmético de los Ct en el LOD cuyo CI fue igual o superior al 95%
para cada protocolo de PCR. Por su parte, en el caso de las técnicas convencionales, se diferencio
entre amplificaciones positivas y negativas de forma visual en gel de agarosa al 2%, empleando
en caso de duda el software ImageJ 1.53 (Rasband 2018) del NIH (National Institutes of Health,

EE.UU.).

Por altimo, todos los protocolos de PCR se evaluaron en muestras de lavados prepuciales de 289
toros reproductores criados en régimen extensivo sometidos a un protocolo de extraccion y
purificacion de ADN de acuerdo a lo referido en la seccion 3.3., que, se selecionaron con base en

los obtenidos mediante secuenciacién masiva en esas mismas muestras (considerada la técnica de
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referencia en el Articulo 3 “Evaluation of PCR assays for Campylobacter fetus detection and

discrimination between C. fetus subspecies in bovine preputial wash samples ”, ver seccion 3.3.

Analisis metagenomico de las poblaciones bacterianas presentes en lavados prepuciales de toros.

Analisis estadistico de los resultados) por la cual se amplificé el gen del 16S ARNr en un analisis

metagendmico de las muestras, empleando estos resultados como los resultados de referencia para

laidentificacion de la especie C. fetus. Con los resultados se calculé el porcentaje de concordancia

de ambas técnicas.

De este modo, se evalud el rendimiento diagnostico de los 6 protocolos de PCR seleccionados

para la deteccion de C. fetus en muestras prepuciales de toros reproductores. De manera adicional,

se evalué:

84

1)

2)

3)

El porcentaje de muestras positivas a C. fetus identificadas como Cfv, considerando como
valido el resultado de identificacion de la subespecie solo cuando: i) dos 0 méas protocolos
de PCR dirigidos sobre dianas de subespecie Cfv hubieran mostrado resultados positivos
en la muestra problema y ii) que dicha muestra hubiera resultado positiva previamente a
PCR de especie.

El porcentaje de muestras positivas a C. fetus identificadas como Cff, considerando como
valido el resultado de identificacién de subespecie cuando la PCR dirigida sobre la diana
especifica de Cff (Wang et al., 2002) hubiera mostrado un resultado positivo en la muestra
problemay ii) que dich muestra hubiera resultado positiva previamente a PCR de especie.
El porcentaje de inespecificidades detectadas en los protocolos de PCR destinados a la
diferenciacion de subespecies (se consideraron inespecificidades aquellas muestras
negativas a C. fetus -PCR de especie- y que mostraron resultados positivos en cualquier

PCR para la deteccion de Cfv y Cff -PCR de subespecie).
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3.4.2. Adaptacion de un protocolo de pirosecuenciacion a un protocolo de PCR en tiempo real

sonda especifico para la deteccion de C. fetus.

El protocolo de PCR descrito por Persson y colaboradores se basaba en el empleo de los cebadores
gyrB-F3y gyrB-R2 y de la sonda gyrB-P1 siendo su diana genética el gen gyrB (Persson et al. 2012).
Originalmente, esta técnica se disefi6 como una técnica de PCR mdltiple que amplificaba un
fragmento pequefio del gen gyrB de Campylobacter spp. que, tras su secuenciacién, permitia la
diferenciacién de las especies C. coli, C. jejuni, C. lari, C. upsalensis y C. fetus en muestras de heces
procedentes de pacientes con diarrea (Persson et al. 2012). La combinacion de las secuencias de los
cebadores para la amplificacion de C. fetus y sonda para la amplificacion de Campylobacter spp. fue
evaluada in silico mediante el software online BLAST 2.11 (NCBI 2021). En el presente trabajo, se
tomaron los cebadores especificos para la amplificacién de C. fetus junto a la sonda gyrB-P1 vy se
confecciond un protocolo de PCR bajo las recomendaciones del kit de PCR QuantiFast Pathogen PCR
+IC (Qiagen, Alemania) al que fue afiadido el control interno de reaccion de PCR que proporciona el
propio kit. Debido a que el fundamento para la amplificacion de la diana secuenciada mediante
pirosecuenciacion es el mismo que el de la técnica PCR, el protocolo de amplificacion indicado en el
trabajo de Person y colaboradores se ajusto a los criterios de seleccion mostrados en el apartado 3.2.
Revision sistematica de la literatura cientifica. La especificidad, la sensibilidad y el rendimiento
diagnostico de esta nueva PCR se evalud de acuerdo con lo descrito en 3.4.1. Estudio comparativo

para la deteccion mediante PCR de C. fetus en lavados prepuciales de toros reproductores.

3.4.3. Estudio comparativo para la deteccion de T. foetus mediante la técnica PCR en lavados

prepuciales de toros reproductores.

En primer lugar, se realizé una busqueda bibliografica sistematica mediante cadenas de busqueda

en PubMed, Scopus y Web of Science (3.2. Revision sistemética de la literatura cientifica). El
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total de publicaciones obtenidas (n = 614) fueron filtradas de acuerdo con criterios de inclusién y

exclusidn (ver seccidn 3.2. Revisidn sistematica de la literatura cientifica).

Se seleccionaron 6 protocolos de PCR diferentes, de los cuales 5 empleaban como diana genética
laregion ARNr-ITS (Gookin et al. 2002, 2005; Nickel et al. 2002; McMillen y Lew 2006; Mueller
et al. 2015) y uno empleaba como diana una region microsatélite, TfRE, de T. foetus (Ho et al.
1994). Las secuencias de los cebadores y sondas empleados, asi como las condiciones de PCR de
los protocolos comparados se resumen en la Tabla 4. Los resultados referentes a la especificidad
y sensibilidad analitica, asi como el rendimiento diagnéstico de los protocolos de PCR
seleccionados se compararon entre si con el objetivo de determinar el protocolo que presentaba
los mejores resultados para la deteccion de T. foetus en muestras prepuciales de toros
reproductores. La especificidad analitica se probd sobre una bateria de aislados de otras especies
de microorganismos presentes o potencialmente presentes en los lavados prepuciales p.ej. E. coli

o C. fetus incluyendo las subespecies Cfv (ICM18/00036) y Cff (ATCC 27374").

La sensibilidad analitica fue analizada mediante diluciones seriadas en base 10 de una
concentracion inicial de 1ng/pL de ADN previamente extraido de la cepa tipo de T. foetus 30232
(ATCC, EE.UU.) de acuerdo a las directrices de la OMSA para la correcta determinacion del
LOD vy de los IC (WOAH 2019). EIl punto de corte de las técnicas de PCR en tiempo real se
estableci6 del mismo modo al descrito en la seccion 3.4.1. Estudio comparativo para la deteccion

de C. fetus mediante la técnica PCR en lavados prepuciales de toros reproductores.

Por ultimo, el rendimiento diagndstico de todos los protocolos de PCR seleccionados se analiz6
sobre una seleccién de 466 muestras de lavados prepuciales (una muestra por toro), que, como se
indicaba en la seccion 3.1. Material de estudio, se clasificaron como positivas o negativas en base
a los resultados de la PCR descrita por (McMillen y Lew (2006), (identificada en este trabajo
como MO06, Tabla 4) indicada por la OMSA para la deteccién de T. foetus en lavados prepuciales
(WOAH 2018) y considerada como técnica de referencia en trabajos previos (Meggiolaro et al.
2019). El coeficiente kappa de Cohen se calculé mediante el software SPSS (IBM SPSS Statistics

22.0), asi como los valores predictivos positivo (PPV) y negativo (NPV).
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3.4.4. Disefio de una técnica de PCR en tiempo real sonda especifica basada en el gen EF1aTf1

para la deteccién de T. foetus en lavados prepuciales de toros

Debido a que las técnicas de PCR dirigidas sobre la region ARNr-ITS podrian dar amplificaciones
inespecificas con otros microorganismos potencialmente presentes en muestras procedentes del
tracto reproductivo en ganado bovino, como Simplicimonas spp. (Frey et al. 2017), y considerando
el bajo nimero de técnicas de PCR disefiadas sobre dianas alternativas a este fragmento genético
para la confirmacion de casos positivos a T. foetus en muestras prepuciales, en la presente tesis se

disefié una nueva PCR en tiempo real sonda especifica basada en el gen EF1-alfa-TfL1.

En el trabajo de Oyhenart se disefié y puso a punto una técnica LAMP cuya diana era el gen EF1-
alfa-Tf1 (Oyhenart 2018). De acuerdo al citado trabajo, esta técnica LAMP presentaba una elevada
sensibilidad (capaz de detectar 0,5 trofozoitos/mL) asi como una alta especificidad al ser empleada
sobre muestras prepuciales de toros (no se obtuvieron amplificaciones inespecificas al ser aplicada
en muestras que contenian Pentatrichomonas hominis y Tetratrichomonas spp., protozoos

comunmente confundidos con T. foetus) (Oyhenart 2018).

El disefio de la técnica de PCR en tiempo real basada en el gen EF1-alfa-Tf1 se realiz6 utilizando
el software Oligo 7 (Oligo 7 Cebador Analysis Software) (Rychlik 2007) y la secuencia de T. foetus
referencia HM217356.1 de la base de datos GeneBank, la Unica secuencia disponible y la misma
empleada para el disefio de la técnica LAMP en el trabajo de Oyhenart (Oyhenart 2018). La
especificidad de los cebadores y la sonda se verifico in silico mediante blastn (Johnson et al. 2008)
con el software online BLAST 2.12 (NCBI 2021). Los cebadores fueron sintetizados por Eurofins
Genomics (Eurofins Genomics, GmbH, Alemania), y la sonda TagMan-MGB fue sintetizada por
ThermoFisher (Applied Biosystems, Reino Unido). De manera adicional, se incluy6 un control
interno para comprobar la ausencia de inhibicion de la reaccion de PCR con el fin de minimizar el
porcentaje de obtencion de falsos negativos al ser aplicada sobre muestras biolégicas. Finalmente,
este protocolo fue incluido en el estudio comparativo realizado con los seis protocolos de PCR para

la deteccion de T. foetus en lavados prepuciales de toro previamente seleccionados y evaluados
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(3.3.4. Estudio comparativo para la deteccion de T. foetus en lavados prepuciales), estudio recogido

en el Articulo 5y la Tabla 4.

Tabla 4. Composicién de cada medio de transporte incluido en el estudio comparativo en un volumen final
de 250 mL. Todos los compuestos fueron disueltos en agua destilada. Se indica de izquierda a derecha:
Weybridge (We), Lander (La), Thomann (Th), Stuart (St) y PBS (P) con un pH final de 7,4 y la referencia
del producto y su casa comercial (c.comercial).

Compuesto We La Th st P Referencia
(c. comercial)
Polvo de carbon activado (g) 1,25 1,25 05105A
(Sigma)
Infusion de caldo de ternera (g) 6,25 11748812
(Fisher)
Sangre de caballo lacada (mL) 17,5 17,5 SR 0048
(Oxoid)
Suplemento selectivo Campylobacter lvial 1vial % vial* SR 0069
(Oxoid)
Anfotericina B** (mL) 10 10 10 A-2942
(Sigma)
Caldo Mueller-Hinton (g) 5,25 0757-17-6
(DIFCO)
Suplemento de crecimiento Campylobacter Yavial % vial SR 00232
(Oxoid)
NaCl (g) 2 131659
(Panreac)
KCI (g) 0,05 131494
(Panreac)
NazHPO4 (g) 0,36 131679
(Panreac)
K2HPO4(g) 0,06 131509
1 (Panreac)
Stuart (modified) (g) 4 CMO0111
(Oxoid)
Nutrient broth N°2 (g) 6.25 CM 0067
(Oxoid)

*Usar 3/8 de un vial es poco practico, por ello recomendamos la fabricacion de al menos 333,3 mL de
medio para emplear ¥ del vial. **En el medio Weybridge, el 5- fluorouracilo y la cicloheximida fueron
sustituidos por anfotericina B, mientras que en el medio Lander el 5- fluoruracilo fue sustitudo por
anfotericina B. Estas modificaciones se realizaron en base a lo publicado en los trabajos de Martin et al.
(2002), Murinda et al. (2006) y Koya (2016), debido a que se ha sefialado que el 5- fluorouracilo y la
cicloheximida pueden ser toximos para C. fetus, interfiriendo en su crecimiento.

3.5. Evaluacion y optimizacion del protocolo de cultivo de C. fetus para el aislamiento de Cfv a

partir de lavados prepuciales de toros reproductores criados en régimen extensivo

El lavado prepucial de toros reproductores obtenido mediante raspado es una de las muestras de
referencia empleadas para el aislamiento de Cfv para el diagndstico de CGB mediante cultivo

(técnica de referencia) (WOAH 2021). El aislamiento de Cfv a partir de muestras prepuciales de
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toros criados en régimen extensivo, no solo permite el diagndstico de la CGB sino que también
permite, por ejemplo, el desarrollo de autovacunas, el estudio de la susceptibilidad y patrones de
resistencia a antibidticos, el desarrollo de estudios epidemioldgicos, etc. No obstante, la sensibilidad
del cultivo puede ser reducida en algunos escenarios epidemiol6gicos (WOAH 2021). En este
contexto y con la finalidad de evaluar las variables que pueden afectar al rendimiento diagnostico
del cultivo de C. fetus a partir de muestras de lavados prepuciales, se realizd una revision
bibliogréfica de distintos protocolos de cultivo de Cfv (desde la recogida de la muestra hasta su
aislamiento en el laboratorio) con el fin de establecer las condiciones dptimas para el aislamiento

del patégeno, evaluandose en muestras de campo.

Los criterios de seleccion de los medios de transporte, enriquecimiento y aislamiento se basaron en
los siguientes puntos: i) que el resumen del articulo, capitulo de libro o informe debia incluir la
composicién o el nombre del medio de transporte, enriquecimiento y/o de cultivo empleado para el
aislamiento de C. fetus en muestras de campo (priorizando aquellos trabajos que incluyeran
comparativas entre medios y/o diferentes técnicas de cultivo), ii) que se trate de trabajos donde los
protocolos de cultivo sean empleados especificamente para el aislamiento de Cfv a partir de
muestras procedentes del tracto reproductivo en bovino. Por otro lado, se excluyeron trabajos
previos al trabajo de Clark y colaboradores (1974) debido a las potenciales limitaciones asumidas
en relacion a la correcta clasificacion de Cfv, el cual perteneceria haata esa fecha a la especie
anteriormente nombrada como Vibrio fetus, sin una diferenciacion clara de las actuales subespecies

de C. fetus (Cfv, Cff y Cft).

En base a la literatura cientifica seleccionada, el aislamiento de C. fetus puede basarse en un sistema
de hasta tres fases: i) empleo de un medio de transporte para la muestra desde su recogida hasta su
llegada al laboratorio, ii) el empleo de un medio de enriquecimiento previo al cultivo en placa para
maximizar las posibilidades de aislamiento de Cfv vy iii) el empleo de medios de aislamiento en
placa con el uso, en ocasiones, de filtros. Ademas de los medios, se evaluaron otras variables que
pueden impactar en la probabilidad de aislamiento de C. fetus a partir de muestras de lavado

prepucial: i) tiempo desde la toma de muestra hasta su procesamiento en laboratorio, ii) temperatura
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de conservacidn durante el transporte v iii) el uso de filtros como parte del protocolo de aislamiento

en placa para minimizar la presencia de colonias pertenecientes a otras especies de microorganismos

(contaminantes) en las placas de cultivo.

Tras la seleccion de los medios mas comunmente empleados (medios de transporte, enriquecimiento

y de aislamiento), se realiz6 un estudio comparativo divido en dos etapas:

i)

Evaluacién comparativa de los medios de transporte, enriquecimiento y cultivo. La
comparativa fue llevada a cabo mediante la contaminacion artificial con Cfv de los distintos
medios de transporte y enriquecimiento para su posterior cultivo en placa. En los medios
de transporte se evaluaron las dos citadas variables que podian impactar en la viabilidad de
C. fetus: i) el tiempo transcurrido desde la toma de muestra hasta su llegada al laboratorio
donde es procesada, y ii) la temperatura durante el transporte de la muestra. Tras la
conservacion de los medios de transporte contaminados artificialmente durante 24 hy 48 h
a diferentes temperaturas (Figura 5A), se realiz6 un recuento bacteriano en placa y se
compararon los resultados en términos de UFC (unidades formadoras de colonias)
(experimento 1). Se selecciond el medio de transporte que presentd los mejores resultados
(mayor nimero de UFC recuperadas) para la evaluacion de diferentes medios de
enriquecimiento y de cultivo (Figura 5B) (experimento 2).

Determinacion del protocolo de recuperacion de C. fetus con mayor rendimiento
diagnostico a partir de 32 lavados prepuciales de toros reproductores (una muestra por toro)
criados en extensivo contaminados artificialmente con Cfv. Con el fin de establecer las
condiciones de cultivo que maximizasen la recuperacién de Cfv y minimizasen el
crecimiento de otros microorganismos, se evaluaron diferentes estrategias combinando
distintas temperaturas de cultivo (42 °C y 37 °C), uso de filtros (0,65 pm y 0,45 pm) y uso

de medios solidos de cultivo (selectivo y general) (experimento 3).

Los ensayos para la evaluacion de los medios de transporte, medios de enriquecimiento y

aislamiento se llevaron a cabo mediante contaminaciones de laboratorio empleando la ya citada

cepa control ICM18/00036, que habia sido previamente clasificada mediante los protocolos de PCR
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publicados en el estudio previo mostrado en el Articulo 3 (Polo et al. 2021), siendo positiva para las
técnicas de PCR especificas de la especie C. fetus (basadas en los genes gyrB, nahE, 16S ARNT,
cpn60, cstAy cdtB), y para las especificas de subespecie Cfv (basadas en los genes ISCfel, parA'y

virB11) y negativa para la de Cff (basada en el gen sapB2).

Como se ha explicado anteriormente, en primer lugar (experimento 1) se evalué un total de cuatro
medios de transporte (cuya composicion se detalla en la Tabla 5): i) Weybridge (de Lisled et al.
1982) donde el 5-fluorouracilo y la cicloheximida (compuestos que pueden comprometer el
crecimiento de C. fetus) se sustituyeron por anfotericina B como se ha descrito previamente (Martin
et al. 2002; Murinda et al. 2006; Koya 2016), ii) Lander (Lander 1990b) donde el 5- fluoruracilo se
sustituy6 por anfotericina B tal y como se ha descrito previamente (Martin et al. 2002; Murinda et
al. 2006; Koya 2016), iii) Thomann (Harwood et al. 2009), iv) Stuart (Thermo Fisher Scientific,
Espafia), y v) tampon PBS, que fue usado como medio de control para determinar la viabilidad de

Cfv en un medio carente de nutrientes y antibioticos.

Cada medio de transporte se inocul6 con 300 uL un in6culo de Cfv en PBS a una concentracion
final de = 10° UFC/mL, concentracion cominmente observada en lavados prepuciales de toros
reproductores infectados por Cfv (Indjein 2013), obteniendo una concentracion final en los de = 3

x 10* UFC/mL en 10 mL.

Dichos medios contaminados fueron almacenados durante 24 h en diferentes escenarios: i) 12h en
refrigeracion (4°C) y 12h a temperatura ambiente (21£2°C), ii) 12h a 21£2°C y 12h a 4°C, iii) 24h a

4°C, y iv) 24h a 21+£2°C (Figura 5A).

Finalmente, un volumen de 100 pL de cada medio de enriquecimiento fue sembrado por duplicado
en masa en placas de medio solido Skirrow (Skirrow 1977) mediante empleo de asa Digralsky, con
excepcion del medio Stuart, Unico semisélido, cuya siembra se realiz6 mediante un hisopo. Las
placas fueron incubadas a 37°C en condiciones de microaerofilia durante 4 dias. El experiment6 se
repitio 8 veces a lo largo de tres dias. Asimismo, también se evaluaron las mismas combinaciones
de temperatura con un tiempo total de conservacion de 48h, en intervalos de 24h en lugar de 12h

(Figura 5A). Los recuentos de UFC obtenidos para cada medio de transporte y combinaciones
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temperatura-tiempo se compararon mediante un modelo de Poisson que incluyd los distintos medios
de transporte y la combinacion temperatura-tiempo como variables explicativas. No se analizaron
mediante este modelo los resultados de los ensayos hechos durante 48 ya que el crecimiento de Cfv

fue muy limitado (ver seccion 4.4.1).

Tabla 5. Composicién de cada medio de enriquecimiento y de cultivo empleado en un volumen final de
250 mL. Todos los compuestos fueron disueltos en agua destilada. Los medios de enriquecimiento fueron
dispensados en tubos (12 mL) mientras que los medios de cultivo fueron dispensados en placas de Petri. Se
indica de izquierda a derecha: medio de enriquecimiento Preston (Pr), medio de enriquecimiento Brucella
(Br), medio de enriquecimiento Bolton (Bo), medio de cultivo Skirrow (Sk), medio de cultivo Preston (Pr-
ag) y medio agar sangre con sangre de cordero al 5% (SBA).

Compuesto Pr Br* Bo Sk Pr-ag SBA Referencia (casa
comercial)
Caldo nutriente NO.2 (g) 6.25 **  CMO0067 (Oxoid)
Base agar sangre (g) 9.75 **  CMO0331B (Oxoid)
Base agar Campylobacter (g) 9.25 **  CMO0689 (Oxoid)
Caldo Brucella deshidratado (g) 7 **  R452662 (Remel)
Agar bacteriologico (g) 0.4 **  A01718 (Condalab)
Caldo Bolton (g) 6.9 **  CMO0983 (Oxoid)
Sangre lacada de caballo (mL) 125 125 125 125 ** SR 0048 (Oxoid)
Suplemento selectivo Campylobacter % vial ** SR 0069 (Oxoid)
Medio selectivo Campylobacter Y2 vial Yovial ** SR 0204 (Oxoid)
Preston
Suplemento de crecimiento Y2 vial Yovial ** SR 00232 (Oxoid)
Campylobacter
Suplemento selectivo Bolton Y2 vial **  SR0183 (Oxoid)
Bacitracina (g) 0.05 **  11702-5g (Sigma)
Novobiocina (g) 0.0013 **  N1628 (Sigma)
Anfotericina B (mL) 10 **  A-2942 (Sigma)

* En el medio de enriquecimiento Brucella (Br), la cicloheximida fue sustituida por anfotericina B de
acuerdo a los trabajos de Martin et al. (2002), Murinda et al. (2006) y Koya (2016), debido a que se ha
indicado que la cicloheximida puede ser toxica para C. fetus. La polimixina B fue eliminada debido a que
parece inhibir el crecimiento de C. fetus subsp. fetus (Public Health Laboratory Network 2000) y algunas
cepas C. fetus subsp. venerealis (Ballabene and Terzolo 1992). **Medio comercial (Biomérieux 2022).

A continuacion, con el medio de transporte y las condiciones de almacenamiento que ofrecieron
mejores resultados se hizo una comparativa de medios de enriquecimiento y medios de cultivo
(experimento 2). Los medios de transporte evaluados (cuya composicion se detalla en la Tabla 5)

fueron los siguientes: i) Preston (Bolton y Robertson 1982), ii) Brucella (Marcellino et al. 2015)
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donde se sustituyo la cicloheximida por anfotericina B (Martin et al. 2002; Murinda et al. 2006;
Koya 2016) y se eliminé la polimixina B debido a que podria inhibir el crecimiento de algunas cepas
de Cfv de acuerdo a lo indicado en trabajos previos (Ballabene and Terzolo 1992), iii) Bolton (Hunt

et al. 2021), y iv) tampdn PBS.

Dicho medio de transporte se contamind artificialmente con un inéculo de Cfv en PBS preparado
de igual manera al descrito para el ensayo anterior, y 120 uL del mismo se inocularon en cada medio
de enriquecimiento en estudio en un volumen final de 12 mL (empleando tubos de 12,5 mL para
mantener las condiciones de microerofilia). Los medios de enriquecimiento que se incubaron a 37°C

durante 48 h.

Finalmente, un volumen de 100 pL de cada medio de enriquecimiento fue sembrado en masa placas
de cultivo (cuya composicion se detalla en la Tabla 5), mediante empleo de asa Digralsky: i) Skirrow
(Skirrow 1977), ii) Preston (Bolton y Robertson 1982), y iii) Agar de sangre de oveja al 5% (sheep
blood agar, SBA) (Biomérieux 2022). Las placas fueron incubadas a 37°C en condiciones de

microaerofilia durante 4 dias (Figura 5B).

El experimento se repitio en tres dias diferentes, lo que generd seis observaciones para cada
combinacion de medios de enriquecimiento y cultivo. Los resultados de cada combinacion se
compararon utilizando un modelo de Poisson como en el anterior ensayo, empleando los medios de
enriquecimiento y de cultivo como covariables para identificar la combinacion que daba lugar a los
recuentos mas altos de Cfv, de cara al disefio del siguiente ensayo, dirigido a evaluar el rendimiento
del diagnostico del protocolo seleccionado (medio de transporte + medio de enriquecimiento)

utilizando muestras de lavados prepuciales de toros.

La combinacion de medios y condiciones de cultivo que mejores resultados mostraron en los
experimentos 1y 2 se evalu6 en muestras de campo, empleandose 32 lavados prepuciales de toro
en PBS (5 mL) obtenidos mediante raspado prepucial. Todas las muestras fueron clasificadas
previamente como negativas a C. fetus mediante PCR (GPS, Espafia). Por cada muestra, 4,5 mL de
la misma se contaming artificialmente con 500 uL de una suspension de Cfv con una concentracion

aproximada de 10° UFC/mL.
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A) B)
Medio de Combinacion de tiempo y Medio de
transporte temperatura enriquecimiento Medio de cultivo
1. Lander 11 48h a 21+2°C 1. Preston 1. SBA
2. Stuart 21, 48h a 4°C 2. Brucella 2. Preston
3. Weybridge 31.24h a 21£2°C + 24h 4°C 3. Bolton 3. Skirrow
4. Thomann 41, 24h 4°C + 24h a 21+2°C 4. PBS
5.PBS 5.24h a21+2°C
6.24h a 4°C
7. 12h a 21+2°C + 12h 4°C
C 8. 12h 4°C + 12h a 21+2°C
)
Medio de Medio de
transporte Medios de enriquecimiento cultivo
=
= ‘ Filtros 0,65um
S
- S
& \
Lander / 100uL 1. SBA
Preston (11,88mL) 2. Preston
(11,7mL) | .
» 3. Skurow
%
D) ‘ Filtros 0,45um ‘
Medios de Medio de
transporte Medio de enriquecimiento cultivo
=
§ ‘ Filtros 0,65um ‘
o
o
Lander 120uL ] 1 100uL 1. Preston
(11,7mL) H Preston (11,88mL) | 5. Skirrow

1 Datos no mostrados. Los resultados son comentados en la discusion.

Figura 5.A) Esquema del experimento realizado para la comparacion de medios de transporte (volumen final del
medio de transporte de 10 mL y con una concentracion final de =3 x 10° UFC/mL de Cfv). B) Medios de
enriquecimiento y cultivo comparados, donde cada medio de enriquecimiento se evalud en paralelo con cada
medio de cultivo: cada medio de enriquecimiento (con un volumen final de 12 mL) fue inoculado con 120 pL
del medio de transporte (con una concentracion final aproximada de 3 x 10* UFC/mL de Cfv), e incubado a 37°C
durante 48 h. Posteriormente 100 pL del medio de enriquecimiento fueron sembrados en las diferentes placas de
medios de cultivo, las cuales fueron incubadas a 37°C durante 4 dias en microaerofilia. C) Grupo 1 de muestras
de lavados prepuciales de toro (n = 12), inoculadas experimentalmente (500 uL de una suspension de Cfv en
PBS con una concentracion aproximada 10° UFC/mL en 4,5 mL de lavado prepucial) para evaluar la tasa de
recuperacion de Cfv bajo diferentes temperaturas de cultivo (37°C y 42°C durante 4 dias en microaerofilia)
filtrando previamente las muestras con filtros de 0,65 pumy 0,45 um de didmetro de poro asi como sin el uso de
filtros; D) Grupo 2 de muestras (n = 20) contaminadas experimentalmente (10* UFC/mL de Cfv) para evaluar la
recuperacion de Cfv bajo diferentes temperaturas de cultivo (37°C y 42°C durante 4 dias en microaerofilia)
filtrando previamente las muestras con filtros de 0,65 pm y sin el uso de filtros en los medios de cultivo selectivos
Preston y Skirrow. En este grupo de muestras, el medio de transporte inoculado con Cfv es almacenado durante
24h a 21+2°C.
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Se utilizé un primer grupo de muestras (Grupo 1, n=12) para evaluar la tasa de recuperacion de
Cfv en presencia de posibles microorganismos contaminantes presentes de forma natural en las
muestras, considerando diferentes condiciones de procesamiento (Figura 5A): i) cultivo
temperatura de 37 °C vs. 42 °C [la mayoria de las cepas de Cfv son capaces de crecer a 42 °C
(OMSA 2021)], ii) aplicar o no un paso de filtracion pasiva previo al cultivo en medio sélido
[ausencia de uso de filtros frente a empleo de filtros con tamafio de poro de 0,65 pm o de 0,45
um de acuerdo a Chaban et al. (2013)] vy iii) uso de distintos medios de cultivo s6lidos [no
selectivos (SBA) o selectivos (Skirrow y Preston)]. Se selecciond el mejor protocolo basado en
la combinacion de temperatura, uso de filtro y medio de cultivo en base a un modelo de regresién
logistica que incluia estas tres variables como covariables y el aislamiento de Cfv (si/no) como
resultado. En caso de que se observase crecimiento de microorganismos contaminantes en toda la
superficie de la placa de cultivo, esta se clasificaba como negativa, mientras que en caso de que
se pudiera observar Cfv en presencia de otras colonias no especificas, la placa se consideraba

positiva.

Con base en los resultados del primer grupo de muestras, se analizé un segundo grupo (Grupo 2,
n=20) para determinar forma precisa cual de las siguientes condiciones de procesamiento ofrecia
mejores resultados para el aislamiento Cfv a partir de muestras de campo después del
almacenamiento del medio de transporte inoculado durante 24h a temperatura ambiente (de
acuerdo a los resultados del experimento 1): 37 °C vs. 42 °C, uso o no de filtracion pasiva (usando
filtros con tamafio de poro de 0,65 um) y dos medios de cultivo selectivos (Preston vs. Skirrow)

(Figura 5B).
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4. RESULTADOS

En esta seccién se recogen los principales resultados obtenidos que responden a los objetivos
planteados en la presente memoria de tesis doctoral y que se han alcanzado aplicando la
metodologia explicada brevemente en la seccion anterior. La consecucion de los objetivos
propuestos se ha materializado a través de la publicacién de cuatro articulos cientificos y un
trabajo redactado a modo de publicacion cientifica en proceso de publicacion, que se presentan a
continuacion en un total de tres capitulos. Ademas, se han generado otros resultados que se

contemplan en el apartado de Anexos.
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Capitulo |

4.1 Agentes infecciosos en toros asociados a infertilidad en rebafios bovinos: estudio centrado

en el papel de los machos.

Para llevar a cabo la evaluacion sistematica de las principales causas de infertilidad en ganado
bovino criado en régimen extensivo debido a agentes infecciosos y la potencial presencia de
agentes predisponentes o que puedan pasar desapercibidos en los controles rutinarios asociados a
infertilidad en bovino (Objetivo especifico 1 de la presente tesis), se llevo a cabo una revision
sistematica de la bibliografia cientifica de microorganismos asociados a infertilidad en este
ganado (Articulo 1. “What about the bull? A systematic review about the role of males regarding
to bovine infectious infertility within cattle herds”). La escasez de revisiones sistematicas y/o
metaanalisis sobre las causas infecciosas de infertilidad en toros motivé también el desarrollo de
este trabajo. Los resultados de dicho articulo pusieron de manifiesto el bajo nimero de trabajos
dirigidos a estudiar los agentes infecciosos que causan infertilidad en el macho, asi como las
limitaciones en el conocimiento acerca del verdadero papel de los toros como responsables de las

bajas tasas de fertilidad de origen infeccioso en rebafios bovinos.

El papel del toro en infertilidad bovina de caracter infeccioso puede tener lugar en dos formas: i)
debido a la presencia de microorganismos en los machos que afectan directamente a la fertilidad
de estos, y/o ii) debido a la presencia de microorganismos en los toros que puedan ser transmitidos
a las hembras donde sean la causa de problemas reproductivos, tomando especial importancia
aquellos microorganismos cuyas infecciones suelan cursar de manera asintomatica en los machos.
Existen patdgenos (primarios y secundarios/oportunistas) causantes de infertilidad en bovino de

distinta naturaleza: bacterias, parésitos, virus y hongos.

Ante la falta de informacién en la literatura cientifica en referencia a las posibles sinergias entre
las distintas especies que conforman las poblaciones microbianas presentes en el tracto

reproductor en bovino, en especial en machos y su relacion con problemas de fertilidad, uno de
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los objetivos especificos de la presente tesis (Objetivo especifico 2) ha sido el andlisis diferencial
de las poblaciones bacterianas (uno de los grupos mas diversos de acuerdo a los resultados del
Articulo 1 “What about the bull? A systematic review about the role of males regarding to bovine
infectious infertility within cattle herds ) presentes en lavados prepuciales de toros reproductores
con bajos indices de fertilidad, asi como machos sanos desde un punto de vista reproductivo. La
finalidad de dicho trabajo fue contribuir a la mejora del conocimiento sobre las causas infecciosas
de infertilidad en bovino extensivo mediante el estudio comparativo del microbioma bacteriano
presente en muestras de lavados prepuciales en machos reproductores criados en régimen
extensivo con bajos indices de fertilidad [fertilidad de los rebafios de los que proceden inferior al
80%, expresada como la relacion entre el numero de terneros registrados en un afio (total hijos) y
el nimero de vacas nodrizas presentes (total madres), expresada en porcentaje] y en toros
reproductores ‘control’ (porcentajes de fertilidad de los rebafios de los que proceden iguales o
superiores a 80%), y observar la posible asociacion de diferentes poblaciones bacterianas y dichos
problemas reproductivos. Para ello, se llevo a cabo un estudio metagenémico basado en la
secuenciacion de la region hipervariable VV3-V4 del gen del 16S del ARNr, y el posterior analisis
de los resultados mediante herramientas bioinformaticas y estadisticas (Articulo 2 “Exploiting
16S rRNA-based metagenomics to reveal neglected microorganisms associated with infertility in
breeding bulls in Spanish extensive herds ). Asi mismo, se evalu la utilidad de esta técnica como
herramienta diagnostica para la deteccion de microorganismos potencialmente patégenos
asociados a infertilidad en bovino que estan poco estudiados en la actualidad y para los cuales no
se realizan chequeos de rutina en las explotaciones de bovino en régimen extensivo, siendo por
tanto microorganismos potencialmente desatendidos en el estudio reproductivo. Por tanto, este

capitulo | comprende dos estudios materializados en dos articulos:

i.  Articulo 1: publicado por la revista Veterinary and Animal Science [indice de impacto

(JCR): N/A — 2021 (53/168; Q2)]
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ii.  Articulo 2: publicado por la revista Research in Veterinary Science, [factor de impacto
JCR: 2.554 — 2021 (cuartil Q1), factor de impacto SJR: 0.58 — 2021, (cuartil Q1)] con la

referencia https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2022.04.019

4.1.1. Articulo 1: What about the bull? A systematic review about the role of males in bovine

infectious infertility within cattle herds

Autores: Polo, C., Garcia-Seco, T., Diez-Guerrier, A., Briones, V., Dominguez, L., Pérez-Sancho,
M.

Titulo: What about the bull? A systematic review about the role of males in bovine infectious
infertility within cattle herds

Revista: Veterinary and Animal Science

Afo: 2023

Volumen: Online

Péginas: 1-9

DOI: doi.org/10.1016/j.vas.2023.100284

La mayoria de los estudios sobre microorganismos causantes de infertilidad en bovino se centran
en las hembras, hecho probablemente asociado a que son estas las que soportan el grueso de la
produccion al ser ellas el principal componente de las explotaciones ganaderas en sistemas para
la produccion de carne. En explotaciones de régimen extensivo el sistema de reproduccion
principal es la monta natural, donde los machos cominmente son empleados para la cubricion de
varias hembras (y en ocasiones comparten espacios con distintos grupos de hembras durante gran
parte del afio), lo que puede suponer un alto riesgo de diseminacion de patdgenos en dichas
explotaciones. En este tipo de producciones, los machos pueden desempefiar un papel importante
en relacion con la fertilidad de dichos rebafios. En primer lugar, de manera directa, asociado a
patégenos que afectan a la capacidad reproductiva del propio macho, p.ej. patdgenos que afectan
a la calidad espermatica como BoHV-1 (Givens 2018). En segundo lugar, de manera indirecta, al

actuar como transmisores de patogenos que afectan a la fertilidad de las hembras mientras en los
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machos pueden causar infecciones asintomaéticas p.ej. C. fetus (Givens 2018). Esta limitada
informacidn disponible sobre los machos reproductores dificulta determinar el verdadero impacto
de los toros en la sanidad animal a nivel reproductivo y la produccion ganadera en régimen
extensivo, mas aun cuando se ha observado que la cantidad de patgenos potencialmente
causantes de infertilidad es muy amplia en ganado bovino, incluyendo patégenos zoondsicos

como C. fetus.

Como se ha comentado previamente, tanto la fertilidad (entendida como capacidad reproductiva)
como la presencia de patdgenos causantes de infertilidad en el ganado bovino pueden tener un
mayor impacto en el rebafio en un toro individual que en una vaca. De este modo, la existencia
de toros subfértiles y toros portadores de patdgenos causantes de infertilidad bovina se traduce en

potenciales pérdidas econémicas y un aumento de la huella ecolégica de la produccién ganadera.

Ante la acusada escasez de revisiones sistematicas y estudios de metaanalisis sobre las causas
infecciosas de infertilidad bovina en toros, y el escaso conocimiento acerca del verdadero papel
del macho en este campo, este trabajo plante6 como objetivo recopilar y analizar las causas
infecciosas, descritas hasta la fecha (diciembre de 2022), asociadas a problemas de infertilidad
bovina, centrandose en el papel del macho como causa de fallos reproductivos tanto de forma
directa como indirecta. Ademas, se pretendia destacar posibles aspectos clave ain no
determinados de la relevancia de los toros en la aparicion de problemas de infertilidad de origen

infeccioso en los rebafios bovinos.

Asi, en el presente estudio se hizo una revision bibliografica sistematica utilizando las bases de
datos PubMed, Web of Science y Scopus (hasta el 9 de diciembre de 2022) empleando las
siguientes cadenas de busqueda: i) Pubmed ‘(((("Infection"[Mesh]) OR "Reproductive Tract
Infections"[Mesh]) AND "Fertility"[Mesh]) OR "Infertility"[Mesh]) AND "Cattle"[Mesh])’; ii)
Scopus ‘TITLE-ABS-KEY (("In fection" AND ("Fertility" OR "Infertility") AND "Cattle"))’; iii)
Web of Science ‘TS=(("Infection" AND ("Fertility" OR "Infertility") AND "Cattle"))’. Se
revisaron un total de 2224 registros bibliograficos de los cuales 38 articulos, desde el afio 1966,

fueron analizados en base a los siguientes criterios de seleccion: i) estudios realizados sobre
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muestras de campo procedentes de rebafios bovinos con problemas de fertilidad, ii) estudios que
hubieran identificado uno o méas microorganismos como la posible causa de la baja tasa de
fertilidad de dichos rebafios, y iii) estudios realizados en rebafios compuestos exclusivamente por

machos 0 mixtos (presencia de toros y vacas).

De este modo, se identificaron 27 microorganismos diferentes agrupados en: i) seis géneros y 18
especies de bacterias, ii) cinco especies de virus y iii) cuatro especies de parasitos. No se
identificaron hongos en los estudios incluidos. Los patégenos més frecuentemente descritos
fueron BoHV (descrito por el 26,3% del total de publicaciones), Campylobacter fetus (23,7%),
Tritrichomonas foetus (18,4%), y BVDV, Ureaplasma spp., y Mycoplasma spp. (10,5% cada
uno). Se encontraron patdgenos de los que apenas se han publicado estudios en referencia a cémo
afectan a la fertilidad de los machos o el mecanismo de transmision a las hembras (p.gj.
Staphylococcus spp., 0 BoHV-4). La distribucion de los patégenos incluidos en el presente

trabajo, presentan una distribucién mundial.

De acuerdo con los resultados de la presente revision sistematica, se observa una tendencia
general hacia un numero creciente de publicaciones enfocadas al estudio de los problemas de
infertilidad en toros, lo que podria estar indicando que el impacto de las infecciones presentes en
machos que afectan negativamente a la fertilidad de los rebafios genera una creciente

preocupacion que suscita un interés en aumento en esta materia.

Uno de los resultados méas sorprendentes de esta revision fue la ausencia de patdgenos (de
transmision venérea confirmada o posible) ampliamente reconocidos como causantes de
problemas reproductivos en vacas. Algunos ejemplos son H. somni, Pasteurella spp.,
Enterococcus spp., Aspergillus spp. o Candida spp. Esto es especialmente sorprendente cuando
se ha demostrado el papel directo que algunos de ellos pueden tener en la capacidad reproductiva
del toro. Un ejemplo de ello es Enterococcus faecium, cuya capacidad para causar el deterioro de
la calidad espermética en toros se ha demostrado mediante infecciones experimentales (Duracka
et al. 2021). En el caso de Candida spp. se ha observado que las infecciones en el tracto

reproductivo de vacas podrian ser causa de problemas reproductivos (Foley y Schlafer 1987;

103



Resultados

Henker et al., 2022; Yoo, 2010), no obstante, no se encuentra informacion en la literatura
cientifica acerca de si podria 0 no transmitirse de machos a hembras a través de la monta natural
e inseminacidn artificial ni de su posible efecto sobre la fertilidad del propio macho pese a haberse
descrito que en bufalos (Bubalus bubalis), los machos son una posible fuente de infeccién de
Candida spp. para las hembras (Perumal et al. 2013). Con base en estos datos, se puede asumir la
existencia de importantes limitaciones en el conocimiento sobre los patdégenos primarios y
oportunistas que pueden afectar a la fertilidad del toro y, en consecuencia, en la comprension

sobre la importancia del macho en la fertilidad de los rebafios.

Por altimo, cabe citar que las publicaciones incluidas en el presente estudio de revision empleaban
inmunoensayos (como la técnica ELISA), cultivo (y en ocasiones observacion directa del
patégeno mediante microscopia) y PCR. Més all4 de las limitaciones técnicas que puedan
presentar estas aproximaciones diagnosticas para la identificacion de los agentes causantes de
infertilidad en los rebafios, todas presentan un inconveniente comun: suelen estar disefiadas
exclusivamente para el diagnostico dirigido a microrganismos especificos (p.e. microorganismos
cultivables o uso de medios selectivos en el caso del cultivo y técnicas de PCR especie-especificas
en el caso del diagnoéstico molecular). Sin embargo, actualmente existen herramientas mas
novedosas, como el empleo de la secuenciacion masiva en el diagnostico de enfermedades
infecciosas, que brindan la posibilidad de estudiar la poblacion completa de microorganismos
presentes en una muestra, lo que permite evaluar la importancia de patdégenos potencialmente
desatendidos o que no son identificados rutinariamente por los laboratorios diagnosticos. Esto
permitiria complementar el conocimiento sobre microorganismos potencialmente asociados a
infertilidad en toros contribuyendo a la confirmacion de la HIPOTESIS 4 (El empleo de analisis
metagendmicos sobre muestras clinicas procedentes de toros reproductores es una herramienta
adecuada para avanzar en el conocimiento sobre el papel del toro en los problemas de
infertilidad de etiologia infecciosa, permitiendo identificar patégenos asociados a problemas de
fertilidad en el rebafio asi como sus dindmicas de infeccion, especialmente en el caso de aquellos

potenciales patdégenos que escapan a los controles rutinarios asi como arrojar informacién sobre
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la presencia de microorganismos desconocidos hasta la fecha que pudieran estar afectando, de
forma primaria o secundaria) de la presente memoria de tesis doctoral. Este escenario se ha
abordado en el Articulo 2 (“Exploiting rRNA-based metagenomics to reveal neglected
microorganisms associated with infertility in breeding bulls in Spanish extensive herds™) del
presente capitulo (que se presenta mas adelante). En definitiva, el Articulo 1 puso de manifiesto:
i) la necesidad de establecer claramente el papel de algunos microorganismos identificados en el
presente estudio (y que tradicionalmente no se han asociado con problemas reproductivos) en la
infertilidad del toro como p.e. Staphylococcus spp., y ii) la necesidad de realizar mas estudios en
toros reproductores con el fin de evaluar su verdadero papel en referencia a la infertilidad bovina
y de este modo, poder establecer programas adecuados para el control de microorganismos
causantes de infertilidad que puedan estar pasando desapercibidos. En base a las conclusiones del
trabajo plasmado en el Articulo 1, los resultados del mismo apoyan la HIPOTESIS 1 (existen
microorganismos que juegan un papel importante (primario/secundario) en los problemas de
fertilidad de origen infeccioso en toros de régimen extensivo que no se conocen 0 que Nno se
consideran en los andlisis microbioldgicos realizados en el diagnéstico rutinario de esta
patologia), HIPOTESIS 2 (Existe un limitado conocimiento acerca del verdadero papel del
macho en la infertilidad infecciosa bovina de rebafio seguramente asociado al bajo ndmero de
estudios realizados en machos reproductores en extensivo sobre los patdégenos causantes de
infertilidad en toro que pueden ser transmitidos de forma venérea a las hembras en las que causan
infertilidad), y la HIPOTESIS 3 (El analisis sistematico de la literatura cientifica es una
herramienta Util para reconocer los patdgenos descritos asociados a infertilidad en toros
permitiendo identificar las posibles limitaciones mas relevantes respecto al conocimiento que
tenemos sobre el posible impacto del toro en la fertilidad de los rebafios por causas infecciosas,
lo que permitird sentar las bases de un plan de control y prevencion de agentes infecciosos

causantes de infertilidad en toros) de la presente memoria de tesis doctoral.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Numerous pathogens affect cow fertility. Mevertheless, litte informarion has been published about microor-
Catde_ infertility ganisms associated with cattle infertility focusing on bulls. The present review offers a current analysis and
Breeding bulls highlights potential key aspects on the relevance of bulls in the emergence of infertility problems of infectious

Systematic review

Infectious infertility origin within herds that are still not completely determined. The present systematic review was conducted using

the PubMed, Web of Science, and Scopus databases on December 9, 2022, In total, 2,224 bibliographic records
were reviewed and, according to strict inclusion criteria, 38 articles were selected from 1966 to 2022, from
which we ranked more than 27 different microorganisms (fungi were not identified). The most cited pathogens
were BoHV (described by 26.3% of the papers), Gampylobacter fetus (23.7%), Tritrichomonas foetus (18.4%), and
BVDV, Ureaplasma spp., and Mycoplasma spp. (10.5% each). Despite the general trend rowards an increasing
number of publications about bull-infertility problems, a number of pathogens potentially transmitted through
both natural breeding and seminal doses given to females and associated with infertility within herds were nor
ranked in the study (e.g., Chlamydia spp.). This work highlights i) the need to clearly establish the role of certain
microorganisms not traditionally associated with reproductive problems in bull infertility (e.g., Staphylococcus
spp. or BoHV-4) and ii) the need to perform additional studies on breeding bulls to clarify their role in infertility
problems within herds. This would allow monitoring for pathogens that have gone unnoticed and those that are
fastidious to diagnose and/or potentially transmitted to females,

1. Introduction in the number of pregnancies and successful births in a herd (Givens,

2006).
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The global population is rapidly increasing. The United Nations and
FAQ estimate that the world population will reach 9.8 billion people in
2050, necessitating an increase in global food production of 70% (Le
Mouel & Forslund, 2017), Such an increase in food production will
require an improvement in livestock management, which is inherently
accompanied by a multitude of factors, such as better fodder
manufacturing, decreasing gas emissions and waste, and enhanced
longevity, health, and fertility within herds (European Union, 2013).
Indeed, cattle infertility is an important economic factor in cattle
farming (Bellows, Ott & Bellows, 2002; European Union, 2013; Kastelic,
201.3), which is interpreted in the livestock sector as a decreased number
of calves weaned per year per cow (Titterington et al., 2017) and in-
fectious infertility understood as those infectious that cause a decrease

MNumerous infectious agents can affect cattle reproduction at
different levels with different symptoms (Yoo, 2010), negatively
affecting the fertility of females due to their inability to become preg-
nant and successfully carry the pregnaney to term (Adnane & Chapwa-
nya, 2022; Moore et al., 2021), In addition, several pathogens may have
a negative impact on the fertlity of bulls (Givens & Marley, 2008).
Furthermore, there are microorganisms that apparently do not affect the
fertility of bulls but that can be ransmitted to females, in which they
cause reproductive problems (Givens, 2018). For example, Campylo-
bacter fetus subsp. venerealis causes a bacterial infection in bulls tradi-
tionally considered to be asymptomatic that can be transmitted to
females, where it translates into a diversity of reproductive problems,
such as irregular estrus and early embryonic and fetal mortality (Wichi

* Corresponding author at: VISAVET Health Surveillance Center, Universidad Complutense de Madrid, Puerta de Hierro s/n, 28040 Madrid, Spain.

E-mail address: maperezs@ucm.es (M, Pérez-Sancho),

https://doi.org/10.1016/j.vas. 2023, 100284

Available online 4 January 2023

2451-943X/@© 2023 The Authors. Published by Elsevier Ltd. This is an open access article under the CC BY-NG-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by

ne-nd/4.0/4).,



C. Pdo et al.

et al, 2016), Similarly, opportunistic pathogens ubiquitously present in
the environment or as part of the animal microbiota can be found
associated with bovine infertility, e.g., fungal species within the genera
Aspergillus, Mucor, or Candida (Perumal et al,, 2013) or bacteria such as
Ureaplasma diversum (Buzinhani et al, 2011). In addition, several
pathogens linked to cattle infertility are zoonotic and may pose a risk to
public health (Yoo, 2010).

Males play an important role in infectious cattle infertility within the
herd in two ways: directly (by which pathogens affect the reproductive
potential of bulls or sperm quality (Carli et al,, 2022; Givens, 2018)) or
indirectly (by which microorganisms are transmitted from males to fe-
males through natural breeding and artificial insemination but are
potentially asymptomatic for bulls (Carli et al., 2022; Givens, 2018;
Michietal, 2016)), Consequently, the impact of certain microorganisms
potentially present in bulls on fertility must be considered to avoid
problems such as delayed conception in females, which prolongs the
calving season and increases the number of culled animals, resulting in a
reduction in the efficiency of production and, consequently, economic
losses (Carli et al,, 2022; Kastelic, 2013). Indeed, certain authors have
suggested that low fertility in extensive herds is probably due to the fact
that the importance of the bull has been overlooked, for example, in
terms of the importance that infectious diseases, such as bovine diarrhea
(caused by BVDV) and bovine rhinotracheitis (caused by BoHV-1), may
play in the low fertility rates of female herds, in which these etiological
agents could be transmitted from males (Montoya-Monsalve et al,
2021). For these reasons, it is necessary to clarify the role of bulls in
infertility problems within a herd, particularly conceming pathogens
that directly affect the reproductive potential of bulls. In this context,
the detection and monitoring of infectious agents in bulls associated
with cattle infertility has become a key element in establishing accurate
diagnoses and, consequently, appropriate disease prevention manage-
ment. There are various techniques for the detection of microorganisms,
from cultures to advanced molecular analysis based on massive
sequencing. Techniques based on massive sequencing may provide an
averall picture of all known microorganism, e.g, bacterial populations
(Cojkic et al,, 2021; Polo et al, 2022) present in clinical samples,
providing extensive knowledge of the infectious agents potentially
associated with cattle infertility,

Despite the information published in journals and scientific data-
bases about bull infertility, for example the work of Givens and Marley
(2008), no systematic analysis has been published about infectious
agents associated with cattle infertility focusing on the role of the bull. In
this context, this study provides a detailed bibliographical analysis of the
available information on this subject and establishes a powerful tool for
analyzing the relevance of various potential etiological agents of infer-
tility, ranking the main pathogens that cause fertility problems in bulls.
In addition, certain pathogens that may be transmitted to females
(raditionally considered asymptomatic in males) that cause reproduc-
tive problems were also included in the ranking. Finally, evaluation of
the information about coinfections and the techniques used for diagnosis
in bulls over time are also evaluated.

2. Materials and methods
2.1. Information collection

We conducted a systematic review of the literature using the
PubMed, Web of Science (WOS), and Scopus databases on December 9,
2022, The search strings used for each database were: i) for the PubMed
database ‘((“Infection”[Mesh]) OR “Reproductive Tract Infection-
s"[Mesh]) AND “Fertility”[Mesh]) OR “Infertility”[Mesh]) AND “Cat-
tle”[Mesh]’; ii) for the Scopus database ‘TITLE-ABS-KEY ((“Infection”
AND (“Fertility” OR “Infertility”) AND “Cattle™))’; and iii) for the Web
Of Science database ‘TS=((“Infection” AND (“Fertility” OR “Infertility”)
AND “Cattle™))’. Using these strings, a total of 3186 bibliographic re-
cords were imported into the bibliographic manager Mendeley Desktop
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1.19.8 software in such a way that 613 records were automatically
removed (Fig. 1). In total, 2224 records were independently screened
using strict inclusion and exclusion criteria (Table 1) to select articles
focusing on bull fertility (or those including mixed herds in which bulls
were assessed). According to these criteria, studies carried out exclu-
sively in female herds or those carried out on both males and females,
but for which the results were not sex-defined, were excluded (Table 1).
Finally, 38 articles were included in the present study.

2.2. Information processing

The extracted information was collected in an Excel spreadsheet to
standardize the process with a description of the following variables:
reference; country in which the study took place and year of data pub-
lication, pathogens identified, and diagnostic tests used to evaluate the
presence of microorganisms. The following collected variables were not
further evaluated due to the low number of papers that detailed these
points: production type, breed, feeding, age, type of sample, fertility
ratio, and statistical tests.

2.3. Database management

The data search in the Excel spreadsheet resulting from the biblio-
graphic information processing was carried out using tools integrated in
Microsoft Excel 2016 and the R programming language (R studio 4.1.2
software),

3. Results and discussion
3.1. Ranking of identified microorganisms

Overall, information about more than 3000 bulls from 38 publica-
tions from 1966 to 2022 were included in this analysis. It is important to
consider that the present review was focused on infectious causes of bull
infertility, although several studies derived from studies carried out on
mixed herds (cows + bulls, in which bulls were analyzed) with fertility
problems were also included. The highly strict search parameters
(through the search smings indicated in section ‘2.1. Information collec-
tion’ focused on infertility), and the selection criteria (indicated in
Table 1) may have excluded certain studies, for example, those exclu-
sively focused on the study of pathogens that cause infertility problems
in females that can be transmitted by bulls. All the pathogens associated
with infertility in bulls are summarized in Table 2, which also summa-
rizes the impact of these microorganisms on bull infertility. Eighteen
publications (47.4% of all papers) identified bacteria as the causative
agent of infertility, 15 (39.5%) identified viruses, 11 (29%) identified
parasites, and none identified a fungus. The set of 38 selected papers
described 18 species and six genera of bacteria, five species of viruses,
and four species of parasites, Our review identified microorganism not
raditionally associated with cattle infertility, e.g. BoHV-5 (Marin el al,
2020) (Table 2). Thus, it is necessary to investigate the oue impact of
these microorganisms, which may act as primary or secondary agents,
on bull infertility and the potental role of bulls as carriers in certain
cases.

3.1.1. Bacteria

Campylobacter spp. was identified in 23.7% of the papers. All papers
that described Campylobacter spp. identified the species C. fetus,
although other species were also described: C. jejuni and the related
bacteria Arcobacter cryaerophilus (McFadden et al,, 2004), Concerning
C. fetus species, two subspecies, i) C. fetus subsp. venerealis and i) C. fetus
subsp. fetus, were identified in the same proportion of papers (10.5%).
C. fetus subsp. venerealis is responsible for bovine genital campylo-
bacteriosis, a venereal disease of cattle that is frequently asymptomatic
for males and that can be infective for humans (Wagenaar et al,, 2014).
It is considered to be one of the relevant causes of reproductive failure in
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Fig. 1. PRISMA flowchart of literature for the selection of papers included in the current study about bull infertility due to infectious causes.

Table 1
Publication criteria selection.

Incl usion criteria

Exdl usion ctitetia

Original work

Field/experimental studies: diegnosis,
prevalence, and epidemiol ogy

Studies performed on sampl es from farms
or slaughterhouses

Direct samples from animals

Infectious causes rel ated to infertility
Studies performed in herds of males or
both males and females (in which bulls

wete anal yzed)

Fnglish language

Reviews, letters, editorials, conference
abstracts, and vaccination trials
Lab/bench studies (basie research)

All other locations
Others, such as surfaces, food, water,

ete.
Other causes related to infertil ity (e.g.,

nutritional deficiencies (Kenny & Byroe,

2018))

Study petformed exclusivey in female
herds or mixed herds in which the
results were not sex-defined were
excluded

Other langu ages

cows in many couniries, especially when natural breeding is practiced
(Balzan et al., 2020; OIE, 2021; Pena-Fernandez et al., 2021). On the
contrary, C. fetus subsp. fetus is described as a sporadic pathogen in the
reproductive tract of cattle, where it may cause infertility (011, 2021). It
can also be isolated from humans (folst et al., 1987). According to our
tesults (Table 2), the potential role of C. fetus subsp. fetus as an

etiological agent of infertility within herds may be underestimated, as
previously suggested (Polo et al., 2021).

Finally, both subspecies are clearly related to reproductive failure in
females (Michi et al., 2016; Mshelia et al., 2010) and the recent study of
Cagnoli et al. observed how both C. fetus subspecies can negatively affect
the sperm quality of bulls in experimental studies (Cagnoli et al,, 2020),
which would mean that C. fetus may also affect the fertility of the bull.

In addition, it is important to highlight that the identification of
C. fetus at the subspecies level by techniques commonly used in diag-
nostic laboratories may be hampered by the limitations of certain
techniques, such as culture or PCR (Chaban er al.,, 2013; Polo et al,,
2021), making it difficult to establish the true role of C. fetus subsp. fetus
and C. ferus subsp. venerealis in relation to low fertility rates in bulls,

Other bacteria identified in a lower percentage of publications
included Mycoplasma spp. (identified by 10.5%), in which the species
M. bovigenitalium, M. suis, M, wenyonii, and M. bovis were described (in
our ranking, Table 2). Mycoplasma spp. are already known to be asso-
ciated with potential reproductive problems in bulls (Parker et al,
2018), whereas M, bovigenitalium and M. bovis appear to be carried by

breeding bulls (Carli et al, 2022; Dudek et al,, 2020), In females, in-
fections by Mycoplasma spp. translates onto reproductive disorders, such
as vulvovaginitis, endometritis, dystocia (Parker et al,, 2018), earlier

return to estrus, and sporadic abortion (Carli e al,, 2022), whereas the
pathogenesis in bulls has been less studied (Carli et al,, 2022) and the
absence of symptoms could be common (Parker et al., 2018). Ureaplasma
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Table 2

Pathogens described within cattle herds with reproduction failure by the 38 papers included in the current study. Indicated from left to right: Pathogen; the effect of the
pathagen infection in bull fertility and whether it is able to be ransmitted to females (T) through both natural breeding (17B) and/or seminal doses (AD) in which it is
associated with reproductive problems in cows;%, percentage of total papers in which the pathogen has been described; Zoonotie; Classification: for bacteria, whether
they are gram-paositive/negative or without a cell wall is indicated; for parasites, the kingdom or infrakingdom is indicated; and for viruses, the Baltimore classification
(Baltimore, 1971} is indicated,

Pathogen Effect in bull fertil T % Zoonotic Qassification
Bovine herpesvirus (BoHV) 26.3 Mo virus (Group It
dsDNA)

BoHV serovar 1 Affects sperm quality due to the weakness of the infected bull (Givens, MNB, Al (Givens, 2018) 211 Ho virus (Group It
201%). Nevertheless, the presence of the virus in bull semen appears to dsDNA)
decrease sperm concentration, viabil ity, and motility and increase sperm
abnormalities (F-Mohamady et al ., 2020).

BoHV serovar 4 * * 53 Mo virus (Group I:

dsDMA)

BoHV serovar 5 * * 2.6 Ho virus (Group I:

dsDNA)
Canpylobacier spp. 23.7  Yes bacteria (gram-
negative)

Campylobacter fetus 237 Yes*t bacteria (gram-

negative)
Campylobacter fets In experimental work, the bacteria is able to irreversibly bind to bull * 105  Yes bacteria (gram-
subp. fetiis spermatozoa and negativel y affect sperm qual ity, altering the structure and negative)
functionality of the sperm plasma membrane (Cagnoli et al,, 2020).

Campylobacter fetus subp. In experimental work, the bacteria is able ta itreversibly bind to bull NB, Al (Givens, 2018)  10.5  Yes bacteria (gram-

veneralis spermatozoa and negatively affect sperm quality, altering the structure and negative)
functionality of the sperm plasma membrane (Cagnoli et al, 2020).

Campylobacter fefuni * * 2.6 Yes bacteria (gram-

negative)

Campylobacter cryaerophitis * * 26  Yes bacteria (gram-

negative)
Tritrichomenas foets Appears to be able to adhere to sperm, decreasing sperm quality, B, Al (Givens, 2018)  18.4  Yes parasite (Protista)
damaging the sperm cell, and causing its death (Benchimel et al,
2008).
Bovine viral diarthea vicus The vitus can infeet the testicles, whete it negatively affects spetm quality,  NB, Al (Givens, 2018)  10.5  Ho vitus (Group IV:
decreasing sperm concentration, viability, and motility and increasing +ssRHA)
sperm abnormalities (H-Mohamady et al., 2020).
Mycoplasma spp. 10.5 Mo bacteria (no cell
wall)
Mycoplasma bovigeritalim  In experimental work, the bacteria isable toinfect the upper genital tract of ~ * 26 Mo bacteria (no cell
bulls where it appears to decrease sperm motility. (Panangala et al,, 1981).% wall)
Mycoplasma suis * * 26 Ho bacteria (no cell
wall)
Mycoplasma wenyonil * ® 2.6 Ho bacteria (no cell
wall)
Mycoplasma bovis * MB, Al* (Dudek etal, 2.6 Mo bacteria (no cell
2020) wall)
Ureaplasma spp. 10.5  Yes** bacteria (no cell
wall)
Ureaplasma diversum The bacteria can infect the testicles where it negatively affects sperm MNB, Al (Givens, 2018) 79 Ho bacteria (no cell
quality throngh morphological and functional changes of the sperm ( wall)
Santos Junior et al., 2021).
Besnaitia besnoiti The parasite can produce severe alterations in the reproductive tract, * 53 No parasite
causing permanent infertility (Cortes et al., 2005). (Alveolata)
Coxiells burnedii * MB, Al (Givens, 2018) 2.6 Yes bacteria (gram-
negative)
Neospora canirim Appeats to not affect sperm quality (Kemd et al., 2022; van Vel sen, 2021). NB* (Givens, 2018; 2.6 Potential  parasite
wvan Velsen, 2021) (Alveolata)
Bacillus spp. * * 2.6 Ho bacteria (gram-
positive)
Mycobacterium avium subp. * MB, Al (Givens, 2018) 2.6 bacteria (gram-
paratuberculosis positive)
Staphylocaccits spp. Appeats to decrease sperm motility (Duracka et al , 2021}, NB, AI* (Cojkic etal, 2.6 Yes** bacteria (gram-
2021) positive)
Bluetangue virus Serotype & decteases the motility of sperm and increases the percentage of  NB, Al (Givens, 2018) 2.6 Ho vitus (Group III:
sperm with morphological abnormalities (De (lercq et al, 2021). dsRNA)
Bovine enterovirus serotype [ * * 2.6 Potentiall  virus (Group IV:
+5sRIVA)
Corynebacterium pyogenies ® * 2.6 Yes bacteria (gram-
positive)
Fasciola spp. * * 2.6 Yes** parasite
(Animalia)
Helicobacter cinaedi * * 2.6 Potential  bacteria (gram-
negative)
Parainfluenza I11 Virus * * 26 Potential virus (Group V:
-ssRNA)
Streptococcus spp. * 26 Yeg**

(continued on next page)
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Pathogen Effect in bull fectility T % Zoonotic Qassification
MB, AI* (Cojkic et al., bacteria (gram-
2021) ve)
Trueperelle pyogenies * B 26 Yes bacteria (gram-
positive)

* Mot clarified. ** Some species within the genus are zoonotic pathogens.

spp. were also identified (10.5% of the publications), in which
U. diversum was the only described species (identified in 7.9% of the
publications) able to adversely affect the fertility of males (Buzinhani
et al., 2011; Hobson et al., 201 3). Infeetions in bulls can induce seminal
vesiculitis, balanoposthitis, epididymitis, and other pathologies caused
by morphological and functional changes in sperm (Santos Junior et al.,
2021). Other bacteria are also identified in our ranking list in a lower
percentage of papers (summarized in Table 2).

3.1.2. Viruses

Two predominant viruses were noted: i) bovine herpesvirus (BoHV)
(identified in 26.3% of the publications) and ii) bovine viral diarthea
virus (BVDV) (identified in 10.5% of the publications). BoHV and
BVDV are viruses that cause a wide variety of reproductive syndromes
(Newecomer & Givens, 2016). Three serovars were identified in the
current analysis: BoHV serovars 1 (BoHV-1), 4 (BoHV-4), and 5
(BoHV-5). According to our review, BoHV-1 was identified in 21.1% of
the papers that described BoHV, BoHV-4 by 5.3%, and BoHV-5 by
2.6%.

BoHV-1 is a ubiquitous microorganism and can remain latent for
long periods of time in cattle populations, in which infections appear to
affect the sperm quality of bulls, decreasing the sperm concentration,
viability, and motility and increasing sperm abnormalities (El-Moha-
mady etal,, 2020) (Table 2). In females, BoHV-1 induces abortions at the
end of embryonic development or newborn death during the first week
of life (Newcomer & Givens, 2016), The virus can be transmitted by
males, including through artificial insemination (Givens, 2018). For
BoHV-4, there is a swong correlation of virus infection with postpartum
metritis and abortion (Kruger et al,, 2015), whereas BoHV-5 is respon-
sible for meningoencephalitis in calves (Marin el al., 2020), There is a
lack of information concerning the exact role of BoHV-4 and BoHV-5 in
bull infertility or their transmission to females by natural breeding or
artificial insemination (Table 2), despite the fact that they were
described as the cause of infertility in certain papers (Aslan eral, 2015),
Similarly to BoHV-1, BVDV infections result in a reduction in sperm
density and motility and an increase in sperm abnormalities in males
(El'Mohamady et al., 2020) (Table 2). In females, these infections cause
abortions (Grooms, 2004). The virus can be mansmitted by males,
including through artificial insemination (Givens, 2018),

3.1.3. Parasites

There is a remarkable predominance of the species Tritrichomonas
foetus (identified in 18.4% of the publications). T. foetus causes tricho-
moniasis in cattle and is a maditionally considered agent of asymp-
tomatic long-term infections in bulls. Nevertheless, Benchimol et al.
showed that T. foetus is able to adhere to and damage sperm cells in
viro, causing their death (Benchimol er al., 2008), which suggests that
this parasite could be a potential etiological agent of fertility problems in
bulls. In females, this protozoan is responsible for genital inflammation
and embryonic death (Michi et al,, 2016), The major ranked microor-
ganisms (Table 2) are present in most continents (data not shown) and
are therefore of worldwide relevance. Other parasites are described ina
smaller proportion of papers, such as Neospora caninum (2.6%)

(Table 2). In bulls, infections by N. caninum appear to affect sperm
viability and motility, but this is still debated and the negative affect on
fertility is not clear due to some naturally infected bulls showing high
coneception rates (van Velsen, 2021),

3.1.4. Fungi

We found no fungi associated with infertility in bulls in the pub-
lications included in this study, despite fungi sometimes being present
in bull semen (Joya et al., 2011). It is known that fungi can cause
fertility disturbances in cattle (Mingoas et al,, 2009), For example,
Aspergillus furnigatus and Candida spp. cause abortions and other
reproduction problems in females (Foley & Schlafer, 1987; Henker
et al., 2022; Yoo, 2010), Although knowledge conecerning the patho-
genesis of bacteria, parasites, and viruses in cattle is generally
extensive, data related to the pathogenesis of fungal infections are
limited. A low number of fungi are sufficiently virulent to be consid-
ered primary pathogens in immunocompetent individuals. Nonethe-
less, opportunistic pathogenic infections are mainly due to periods of
immune deficiency of the animal or because the protective barriers of
the skin and mucous membranes have been altered (Dixon et al,,
1996; Seyedmousavi et al., 2018). Fungal infections are indeed rare
events that can easily go urmoticed or be under-diagnosed and thus
they are not present in the current review,

3.2, Time, techniques, and co-infections

Over time, there has been a general wend towards an increasing
number of publications (Fig. 2), indicating a growing concern about the
relevance of considering males for the diagnosis, management, and
control of infertility problems of infectious origin within bulls and herds
composed of both males and females.

According to our results, the main microorganism detection tech-
niques used have been immunoassays (22 of the 38 selected publications
used them) and culture and identification by microscopy as the direct
detection technique (19/38) (Fig. 3), Detection by PCR has also been
widely used as a direct molecular detection method (13/38) (Fig. 3).
There are still situations in which establishing the cause of a reproduc-
tive disease or set of symptoms in cows is challenging using conventional
techniques. For example, a study by Petit et al. conducted on cervical
swabs from cows with reproductive problems indicated that a potential
pathogen could be identified through conventional techniques in less
than 30% of cases (Petit et al, 2000),

Massive sequencing allows the simultaneous identification and
characterization of known organisms in a sample at a genomic level.
Through techniques such as the metagenomic analysis of populations of
microorganisms, it is possible to obrain information about the relative
abundance of taxa, as well asrelate the composition of these populations
with certain eonditions (Humieres et al., 2021). With the implementa-
tion of new techniques and increasingly sophisticated data management
in the coming years, the number of microorganism known to be asso-
ciated with infectious cattle infertility will likely increase, as well as
information about the composition of the mierobiome and the associa-
tion between microorganisms, including in seminal and preputial
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detection by microscopy

(Caojlkic et al., 2021; Polo et al., 2022; Wickware et al., 2020) samples
from bulls,

As mentioned above, there are many microorganisms of varying
nature (from primary pathogens, such as C. ferus, tw opportunistic
pathogens, such as U. diversum) associated with cattle infertility
(Table 2) shown by studies performed in bulls and mixed herds. How-
ever, only a small proportion of the selected papers (10/38, 26.3%)
identified more than one microorganism as an etiological agent of
infertility problems. For example, Carli et al. showed the possible effect
of coinfections on fertility, e.g.,, U. diversum and M. bovis present in
19.5% of bulls with low fertility rates (Carli et al,, 2022), However,
coinfections and synergy between microorganisms could be more

common than expected, as suggested by recent studies, which have
characterized microbial populations by massive sequencing. For
example, Koziol et al. observed a potential synergy between Campylo-
bacter spp. and Fusobacterium spp. with other microorganisms in bulls
with low sperm quality (Koziol et al,, 2022), These data highlight the
need to carry out more studies about the true infectious causes of bovine
infertility focusing on males, given that more than one etiological agent
could be involved

3.3. Key aspects about breeding bulls

Cne of the most stiking aspects of our results (Table 2) is the number
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of microorganisms identified in bulls with infertility problems by the
selected papers but not traditionally considered to be etiological agents
in the differential diagnosis of infectious infertility in bulls (e.g., BoHV-4
or Mycoplasma spp.).

Another of our important key findings is the absence of relevant
pathogens that cause reproductive failure in females that can be trans-
mitted by males (e.g. Chlamydia spp. (Givens, 2018; Teankum et al.,
2007)) (Table 2). This may be due to the string search and inclusion
eriteria used in the present study, which focused on pathogens that affect
bull fertility. The limited information abour fertiliry problems caused by
infectious agents in bulls could be associated with the low number of
studies focusing on males and the limited information about the epide-
miological data on the presence of these microorganisms in bulls, e.g.,
Chlamydiae (Kauffold et al, 2007), Indeed, there are approximately
twice as many studies published in the literature that associate the
presence of various microorganisms with fertility problems in females
than males (data not shown), likely due to the higher number of females
bred than males.

The presence of pathogens related to cattle infertility in one bull may
have a more relevant impact on fertility rates at the herd level than
pathogens in one cow, as one bull can be used to breed with several
females by natural servicing or artificial insemination, Thus, sub-fertile
bulls or those carrying a pathogen associated with cow infertility could
result in economic losses (Kastelic, 2013) and increase the ecological
footprint of cattle production (Buropean Union, 2013), In this scenario,
undetected microorganisms in bulls and their seminal doses, especially
those that cause asymptomatic infections in bulls (e.g., T. foetus (Yoo,
2010)), have been an important abstacle to the eradication of pathogens
that cause areduction in the number of calves per year from cattle herds.

With this study, we intended to highlight the fact that studies carried
out in bull populations from herds with low fertility ratios are scarce,
even these concerning recognized microorganisms associated with
infertility in males as primary pathogens and/or those wansmitted to
females (although wraditionally considered asymptomatic in bulls). For
example, Chlamydia spp. can be wansmitted from males to females
through semen (Givens, 2018) and cause reproductive problems in fe-
males and males (Yoo, 2010). Nevertheless, Chlamydia spp. are missing
from our results (Table 2), Other pathogens associated with cattle
infertility described in females are also missing in our ranking (Table 2),
e.g., H. somni, as well as Enterococcus spp., in which experimental in-
fections in bulls have demonstrated decreased fertility in bulls through
the deterioration of sperm quality (Duracka et al,, 2021). Other micro-
organisms ranked in the present study are unknown as etiological agents
of bull infertility because studies are lacking about their role in bull
fertility, such as for BoHV-4 (Table 2). Thus, further studies are required
to establish a real-life view of the etiological causes of infertility in bull
populations, the economic impact of infected bulls in the livestock
sector, and as a fundamental tool to establish the tue role of bulls in
cattle infertility for the implementation of prevention and control
measures that conmribute to improve the fertility ratio of herds. In
addition, the implementation of new techniques, e.g metagenomic
studies (Cojkic et al., 2021; Polo et al.,, 2022; Wickware et al.,, 2020)
opens the possibility of studying the importance of pathogens that have
been neglected or that are not routinely identified by diagnostic labo-
ratories through conventional techniques such as PCR or culture.

4, Conclusions

Infections that negatively affect the fertility of bulls and, conse-
quently, the fertility of herds and their impact on production, as re-
flected by the increasing number of publications, appear to be have been
of increasing concern over the last several years. Fertility, and the
presence of pathogens related to cattle infertility, may be more impor-
tant in an individual bull than a cow, as one bull can be used to breed
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with several females. Thus, fertility problems of bulls and their role as
pathogen carriers related to cattle infertility translates onto potential
economic losses and an increase in the ecological footprint of cattle
production. According to our study, a total of six bacterial genera (13
different species), five virus species, and four parasite species have been
shown to be associated with infertility in bulls and mixed herds (where
bulls were analyzed), in which the most frequently described pathogens
were BoHV1, C. fetus, T. foetus, BVDV, Ureaplasma spp., and Mycoplasma
spp. These major pathogens associated with infertility have been widely
identified throughout the world. There are many species that were
described in a lower proportion of papers that have been barely studied
in relation to bull infertility and potential ransmission to females, e.g.,
Staphylococcus spp. or Bacillus spp. A number of pathogens known to be
associated with infertility in females are missing in our ranking, despite
their having been experimentally demonstrated to induce decreased
fertility in bulls through the deterioration of sperm quality (e.g.,
Enterococcus faecium) and/or that they can be transmitted from males to
fernales through both natural breeding and seminal doses (e.g., Candida
spp.). This islikely due to the strict selection of publications (focusing on
bull infertility problems), the low number of studies focusing on bulls,
and the limited information about the epidemiological data on the
presence of certain microorganism in bulls (e.g, Chlamydiae), In this
scenario, further studies carried out on breeding bulls using next gen-
eration techniques for microorganism detection may provide data about
the importance of potentially neglected pathogens or those that are not
routinely identified by diagnostic laboratories using conventional
techniques of relevance for bull fertility and, thus, bovine herd fertility.
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La falta de informacion sobre las caracteristicas de la poblacion bacteriana del sistema
reproductivo en bovinos, especialmente en toros empleados para la cria, podria estar limitando
una comprension holistica de las patologias reproductivas de origen infeccioso y el papel que el
microbioma prepucial de toros reproductores criados en sistemas extensivos podria estar teniendo
en el desarrollo de estas. Hasta la realizacion del estudio publicado en el Articulo 2 mostrado en
el presente capitulo, no habia sido publicado ningln trabajo que realizara un estudio comparativo
de las poblaciones bacterianas presentes lavados prepuciales de toros empleados para la cria
diagnosticados como sanos desde un punto de vista reproductivo y toros catalogados como
subfértiles o con bajos indices de fertilidad relacionando la presencia de determinadas bacterias a
su fertilidad. La publicacién del Articulo 2 se encuentra muy proximo a la publicacién de dos
articulos relacionados con la materia, el publicado por Wickware y colaboradores en 2020 y el
publicado por Cojkic y colaboradores en 2021. El primero exploré cémo diferentes variables (tipo
de alimentacion, historial reproductivo, variedad y uso de antibi6ticos) afectaban a la composicion
del microbioma prepucial de toros (no catalogados como fértiles, subfértiles o infértiles) llegando
a la conclusion de que ninguna de las variables estudiadas se correlacionaba de manera

significativa con diferencias en las poblaciones bacterianas observadas (Wickware et al. 2020).
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Por el contrario, el segundo trabajo si sugiere la existencia de diferencias de la microbiota seminal

asociadas a infertilidad en toros reproductores (Cojkic et al. 2021).

En el presente trabajo se realiz6 un estudio diferencial metagendmico basado en la amplificacion
y secuenciacion de la region hipervariable VV3-V4 del gen que codifica la subunidad 16S del ARNr
bacteriano. El analisis se llevé a cabo en 1029 muestras prepuciales de toros criados en régimen
extensivo en Espafia (una muestra por toro). EI material de estudio se dividi6 en un total de 944
muestras que correspondian a animales procedentes de rebafios con bajos indices de fertilidad
[grupo problema con porcentajes de fertilidad inferiores al 80%, siendo esta la relacion entre el
numero de terneros registrados en un afio (total hijos) y el nimero de vacas nodrizas presentes
(total madres), expresada en porcentaje], y 85 muestras que correspondian a animales procedentes
de rebafios reproductivamente sanos (grupo control, con porcentajes de fertilidad iguales o

superiores al 80%).

Los resultados de la secuenciacion de la region V3-V4 del 16S del ARNr en cada una de las
muestras fueron analizados mediante herramientas bioinformaticas (Qiime2) y estadisticas (R 4.0
Studio y IBM SPSS Statistics 25.0). Se analizaron los taxones mas representativos en el grupo
problema y el grupo control, las Diez familias bacterianas més abundantes y la diversidad alfa y
beta de las poblaciones bacterianas mediante los indices Simpson y Shannon (para la diversidad

alfa) y Bray-Curtis (para la diversidad beta).

Los resultados del andlisis de las poblaciones bacterianas no mostraron diferencias significativas
entre el grupo problema y el grupo control, siendo similares las abundancias de los taxones méas
representativos en ambos grupos de muestras. Las Diez familias mas abundantes presentaron una
distribucion similar, del mismo modo que la diversidad alfa y beta de las poblaciones bacterianas
fueron similares en ambos grupos donde no se observaron diferencias significativas en las medias
de los valores de diversidad alfa de los indices Shannon y Simpson empleados (indice de Shannon,
p-valor = 0,745; indice Simpson, p-valor = 0,403). Los resultados para ambos indices sugieren
una alta diversidad de las poblaciones bacterianas presentes en las muestras independientemente

del grupo muestral observado (valor de Shannon = 3-4, valor de Simpson = 1).
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El andlisis del indice Bray-Curtis mediante el Analisis de Coordenadas Principales (PCoA)
explicd solo el 23,4% de varianza de las diferencias entre las muestras. La funcién ‘Adonis’ indicd
que solo el 0,8% (R2 = 0,00829) de la variacion de resultados observada se explicaba debido al
agrupamiento de muestras planteado (p-valor = 0,001). Todos estos resultados se tradujeron en la
ausencia de diferencias significativas en las poblaciones bacterianas en relacion con su estatus
reproductivo, esto es, la diferenciacion entre toros catalogados como bajos indices de fertilidad

frente a sanos desde un punto de vista reproductivo.

El analisis individual de las OTU mostré la presencia de un género, Mycoplasma spp.,
significativamente asociado a infertilidad en el conjunto de toros sometidos a estudio (76% de
toros positivos en el grupo problema frente al 43% de positivos en el grupo control; p-valor <
0,001). Pese a tratarse de un género poco estudiado en relacion con infertilidad bovina, diferentes
especies de dicho género (M. bovis y M. bovigenitaliun) han sido descritas como patdgenos que
parecen causar infertilidad en bovino (Panangala et al. 1981, Dudek et al. 2020). Curiosamente,
en el caso de patdgenos primarios previamente asociados a infertilidad bovina (p.ej. C. fetus) no
se observo una asociacion estadisticamente significativa con bajos indices de fertilidad. En este
punto es importante sefialar que, p.ej. C. fetus (cuya correlacién con los problemas de fertilidad
mostré un p-valor de 1) solo se detectd en las muestras del grupo problema (en el 2,75% de las
muestras totales) lo que podria indicar que existen patégenos que, aungque no se hayan asociado
significativamente mediante en el analisis estadistico realizado, podrian estar jugando un papel
importante en referencia a infertilidad bovina. Por otra parte, ciertos patdgenos oportunistas
asociados a infertilidad, como U. diversum, fueron detectados en un alto porcentaje de animales
de ambos grupos, esto pone de manifiesto la necesidad d desarrollar mas estudios sobre el
verdadero papel de U. diversum en la infertilidad del ganado y los factores que desencadenan su
potencial capacidad patdgena en ciertos escenarios. Por tanto, los resultados del presente estudio
confirman la HIPOTESIS 1: existen microorganismos que juegan un papel importante

(primario/secundario) en los problemas de fertilidad de origen infeccioso en toros de régimen
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extensivo que no se conocen o que no se consideran en los analisis microbioldgicos realizados

en el diagnostico rutinario de esta patologia) de la presente memoria de tesis doctoral.

Finalmente, el trabajo presentado en este capitulo pone de manifiesto el potencial que tiene la
aplicacion de técnicas de secuenciacion masiva para la deteccion de microorganismos, en este
caso bacterias, que puedan estar pasando desapercibidas en los controles rutinarios o sean
desconocidas como posible causa de bajos ratios de fertilidad en rebafios bovinos en extensivo.
De este modo, se refuerza la idea planteada en la HIPOTESIS 4: El empleo de analisis
metagendmicos sobre muestras clinicas procedentes de toros reproductores es una herramienta
adecuada para avanzar en el conocimiento sobre el papel del toro en los problemas de
infertilidad de etiologia infecciosa, permitiendo identificar patégenos asociados a problemas de
fertilidad en el rebafio asi como sus dinamicas de infeccidn, especialmente en el caso de aquellos
potenciales patdgenos que escapan a los controles rutinarios, asi como arrojar informacion
sobre la presencia de microorganismos desconocidos hasta la fecha que pudieran estar

afectando, de forma primaria o secundaria.

El potencial de este tipo de analisis metagenémico reside en su capacidad tedrica de revelar la
presencia de todos los microrganismos de una muestra de manera simultanea permitiendo revelar
las dindmicas de circulacion microbiana, la coexistencia o sinergia de determinados patégenos, la
presencia de microorganismos que escapan a técnicas diagnosticas exclusivamente dirigidas sobre

patdgenos especificos ya reconocidos como causantes de infertilidad, etc.
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Bovine infectious infertility represents a problem due to the high impact on animal production and, in many
cases, in public health. A lack of information on the characteristics of the bacterial population of the bovine
reproductive system can hamper a comprehensive understanding of reproductive pathologies and the role that
the microbiome conld play. A metagenomic study based on the V3-V4 hypervariable region of the bacterial 165
TRNA gene was performed in 1029 preputial samples from bulls raised in an exiensive regimen in Spain (944
from herds with low fertility rates -case group-, and 85 samples from reproductively healthy herds -control
group-). The most representative phyla as well as the most 10 abundant bacterial families and their abundance
did not show significant differences in both case and control groups. Similarly, the (alpha and beta) diversity of
the bacterial populations was similar in both type of herds: the Shannon and Simpson indices show a high di-
versity of specics, while the Bray-Curtis di ilarity index did not show rclevant differences in the bacterial
communities. A deeper analysis of the aperational taxonomic units showed the presence of one genera, Myco
plusma spp. significantly associated with fertility problems. Our study highlights the promising potential that the
application of sequencing lechniques (e.g. 168 rRNA-based melagenocmics) possesses in examining bovine
infertility, as they are able to reveal different pathogens that could go unnoticed using diagnostic approaches for
only the main known pathogens.

1. Introduction sexually transmitted through natural breeding and artificial insemina-

tion (Givens, 2018); especlally problematic being those such as C. ferus

Bovine infectious infertility represents a serious problem in the
livestock sector due to the impact on animal production and, in many
cases, in public health (Yoo, 2010). Different types of microorganisms
can be associated with bovine infertility; primary or opportunistic
pathogens such as Campylobacter fetus (Ishelia et al., 2010) or True-
perella pyogenes, respectively (Rzewuska et al,, 2019), or microorgan-
isms ubiquitous in the environment such as Profeus spp. (Drzewiecka,
2016). Many of microorganism associated with cattle infertility can be

which produce asymptomatic infections in males that may go unnoticed
within herds (Mshelia et al., 2010), In spite of the large number of
pathogens associated with bovine infertility, scarce information on the
bacterial population of the bovine reproductive bull system is available,
which hampers the understanding of the association between micro-
biome and reproductive pathologies described in other species, e.g.,
vaginal bacteriosis in humans due to dysbiosis (Ling et al., 2010).

Due to the limitation of some microorganisms to be cultivate, high
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Fig. 1. Heatmap of the most abundant taxa detected in the bovine preputial samples of the study. Black bar (at the bottom) represents the case group samples and red
bar the control group samples. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

throughput sequencing has become a fundamental molecular tool for the
study of the microbial populations and their dynamics (Alves et al.,
2018; Weinstock, 2012), and 165 rRNA gene deep sequencing used as
standard for microbial typing (Bharti and Grimm, 2021),

The present study aimed at performing a characterization of bacte-
rial populations in bull preputial samples from Spanish extensive pro
duction herds with low fertility rates and healthy herds via the deep
sequencing of the V3-V4 hypervariable region of the bacterial 168 IRNA
gene, and we correlated the operational taxonomic units (OTUs) ob-
tained to previously describe primary and/or opportunistic pathogens
associated with bull infertility.

2. Material and methods
2.1. Preputial samples recovered from bulls

A rotal of 1029 preputial samples from bulls (one sample per bull)
from spanish herdswere selected and included in the present study: 944
samples from herds diagnosed with low fertility rates (case group,
fertility rates under 80%), and 85 samples from reproductive healthy
herds (control group). Bulls belongs to herds from central Spain, with
mediterranean-continental climate, raised in extensive regimen based in
grazing areas acording to “dehesa” system (“dehesa” is defined as a
ecosystem featuring scattered holm and cork oak trees throughout the
landscape), most of them with all-year breeding season, with 100 cows
average herd size and mainly composed by crossbreed animals (Spanish
breeds as Avilefia and other beef breeds as Limonusin and Charolais).
Samples had been submitted for routine diagnostics for C. fetus and
Tritrichomonas foetus. The samples consisted of 15 ml of preputial
washings in PBS subjected to centrifugation at 1512 x g for 10 min. The
pellets were stored at —80 °C until analysis.

2.2, Total DNA extraction, 16S rRNA gene amplicon library preparation
and sequencing

Total DNA was extracted using the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen,
Germany). A first cellular lysis buffer [20 mM of Tris-Cl (pH 8), 2 Mm of
sodium EDTA, 1.2% Triton X-100 and 20 mg / mL of lysozyme in a 360
L of final volume] was added to the pellet and incubated at 37 °C for 1
h, and afterwards subsequent steps were performed according to man-
ufacturer’s instructions. The DNA concentration was determined using a
Qubit fluorimeter 4 (Invitrogen). Microbial diversity was studied by
sequencing the amplified V3-V4 region of the 168 1RNA gene using
primers and PCR conditions previously reported (Klindworth et al,
2013), Sample multiplexing, library purification, and sequencing were
carried out as described in the “165 Metagenomic Sequencing Library
Preparation™ guide by Iumina. Libraries were sequenced on a MiSeq
Tlimina platform at the Universidad de Burgos (UBU, Burgos, Spain),
leading to 460 bp, paired-end reads.

2.3. Bioinformatics and data analysis

100,000,000 raw reads were analysed using different bioinfor-
matics tools. Raw demultiplexed sequence data was processed using
QIIMEReporter pipeline (hups://github.com/dabadgarcia/qiim
ereporter). This straightforward pipeline for the analysis of amplicon
sequences integrates basic QIIME2 commands (Bolyen et al., 2019) with
R programming language. In brief, the DADA2 package (Callahan et al.,,
2016) was used to quality filter reads, merge paired ends, remove chi
meras and assign amplicon sequence variants (ASV). ASVs rely on single
nucleotide differences between sequences and can be considered as
Operational Taxonomic Units (OTUs) clustered at 100% identity
threshold. A pre-trained Naive Bayes classifier (Wang et al., 2007) was
used to obtain the taxonomic assignment of the ASVs, using the SILVA
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Fig. 2. The 10 most abundant bacterial families detected in the bovine preputial samples of the study. The Y axis corresponds to the abundance (relativized between

0 and 100 values). In the X axis is indicared the control and case samples.

database version 132 (Quast et al., 2013) as reference, which resulted in
a table containing the microbial composition for each of the samples.
Alpha- and beta-diversity were analysed by using diversity (https://do
cs.qiime2.org/2018.4/plugins/available/diversity/) and taxa (hups
://does.qiime2.0rg/2018.4/plugins/available/taxa /) plugins. For beta-
diversity studies, samples were rarefied to 23,761 reads per sample, in
order to avoid biases due to different sequencing depths, and weighted

54

UniFrac distances (Lozupone and Knight, 2005) were calculated. Plot-
ting was carried out in R (R Core Team, 2021) using packages dplyr
(Wickhametal, 2021), ggplot2 (Wickham, 2016), made4 (Culhane et al.,
2005) and reshape2 (Wickham, 2007) packages.

In order to establish the most abundant phyla in the total samples, a
heamap is included in the report resulting from the QIIMEreporter
pipeline performed which provided information about the alpha
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Fig. 4. Beta biodiversity in the samples tested. Representation of Bray-Curtis
Dissimilarities where the blue circles correspond to animals from infertle
herds (case group) and the pink circles correspond to bulls from healthy herds
(control group). (For interpretation of the references to calour in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)

diversity measured using the Simpson and Sharmon index mewies, and
beta diversity estimated by computing Bray-Curtis distances abundance
profiles. Bray-Curtis distances were used for Prinecipal Coordinates
Analysis (PCoA), and the significance of separation was tested by
permutational multivariate analysis of variance using the function
“Adonis” that consist in an analysis of variance using distance matrices
based on the work of Anderson (2001), On the other hand, the ten most
abundant families are analysed through the OTU tables on R imple-
mented with the R package MicrobeR (hups.//github.com/gbisanz/Mic
robeR) and Bioconductor (hiips://www.bioconductor.org/).

The OTU table was analysed at the species or at least genus level
using R by dplyr package, showing the presence/absence of bacterial

0.745 and 0.403 respectively).

species and genus previously associated from literature with bovine
infertility in the preputial samples included in the study (in both prob-
lem and control samples). Association between the detection of each
bacterial species and infertility in the herd of origin of the sampled
animal was assessed using chi-square tests corrected for multiple com-
parisons using Holm's method in R (Holn, 1979). Significance level is set
to 0.05 throughout the paper.

3. Results and discussion

3.1. Bacterial population in preputial samples in infertility-related and
healthy herds

The most representative phyla and their abundance in the total of the
samples are shown in Fig. 1. Our data suggests a similar abundance in
both infertility-related and healthy herds: the abundance of each
representative phylum was homogeneous (Fig. 1), and when the 10 most
abundant bacterial families were analysed with R, a similar distribution
and median was also observed, with only slight differences (Fig. 2). The
alpha diversity (I'ig. 3) and beta diversity (I'ig. 4) were also evaluated in
both case and control groups. While the alpha diversity values (Shannon
and Simpson indices) were similar in both groups where no significant
differences in means were noted according a t-test performed for
Shannon (p-value = 0.745) and Simpson (p-value = 0.403) indices
(Fig. 3), our dara suggest a high diversity of the samples regardless of the
group (Shammon value was between 3 and 4, and Simpson value was
close to 1). Similarly, the results of the beta diversity using Bray-Curtis
dissimilarity index did not show substantial differences in the bacterial
species composition as the samples were not grouped into specific
groups according to the type of herds (infertility-related or healthy)
(Fig. 4). The Principal Coordinates Analysis (PCoA) explained only the
23.4% total variance of the dissimilarities between samples and the
function “Adenis” indicated that only the 0.8% (R? = 0.00829) of the
variation in distances was explained by the grouping tested (p-value =
0,001), Similar results were observed in a recent study where no sig-
nificant differences in the composition of the bacterial populations of
preputial bull samples were observed according to e.g. the type of breed
and feeding, the use of antibiotics or the breeding history (Wickware
et al., 2020).

3.2. Infertility-associated bacteria present in preputial samples

When a deeper analysis of the OTUs obtained was performed, we
observed the presence of specific bacterial genera and species associated
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with infertility within cattle herds, among which we found both primary
and opportunistic pathogens. The results from the chisquare tests
showed the presence of one genera significantly associared with bull
infertility (p-value <0.001): Mycoplasma spp. (720 bulls were positive
within the case group and 37 bulls were positive within the control
group). Species from Mycoplasma spp. have been already reported in
cattle reproductive pathologies, such as M. bovis or M. bovigenitalium
(Reichel er al, 2018; Kirkbride, 1987). Interestingly, the remaining
bacterial species previously associated to bovine infertility did not show
a statistically significant correlation with fertility problems. However,
C. fetus species, whose correlation with fertility problems showed a p-
value of 1, was only found in the case group samples (26 bull samples —
2.75%). The species C. fetus is a primary pathogen associated to cattle
infertility and is particularly troublesome in countries where natural
breeding and extensive production is practised (IMshelia et al., 2010). On
the other hand, U. diversum, detected in a high percentage in both
groups, was present in bulls from case group (798 positives) in a higher
percentage than bulls from the control group (66 positives). Even
though there is not a significant association with bull infertility. How-
ever, it is interesting to taking into account that U. diversum is an
opportunistic pathogen previously associated with bovine infertility
(Diaz et al, 2019; Hobson et al., 2013), that is able to colonize the
foreskin and urethra in bulls, and can be transmitted to females even
through artificial insemination (Buzinhani et al,, 2011), Thus, it would
be interesting to develop more studies about the true role of U. diversum
in cattle infertility,

4, Conclusions

In conclusion, we performed the first report on the type and distri-
bution of the bacterial populations in extensive bovine herds with re-
cords on low fertility in Spain. While the abundance and diversity of the
bacterial population was similar in both infertility-related and healthy
herds, we observed a relevant association of one bacterial taxa with the
infertility-related herds: Mycoplasma spp., while the remaining bacterial
species previously associated with bovine infertility did not show a
statistically significant correlation with fertility problems, e.g. C. fetus or
Ureaplasma diversur,

Our study highlights the promising potential that the application of
sequencing techniques (e.g. 165 rRNA-based metagenomics) possesses
in examining bovine infertility, as they are able to reveal different
pathogens that could go unneticed using diagnostic approaches for only
the main known pathogens, Likewise, our research opens a new path in
which new and previously neglected bacterial genera and species, that
may play a relevant role in bovine inferrility associated with bulls, are
revealed.
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Capitulo 11

4.3. Estudio para la evaluacion y mejora, en su caso, de la técnica PCR para la deteccién de C.

fetus y T. foetus en muestras prepuciales de toros en régimen extensivo.

A pesar de la limitada informacion disponible respecto a los agentes infecciosos que pueden
causar problemas de fertilidad en el toro, existen una serie de patégenos primarios de importancia
reconocida cuya deteccion temprana en los toros es un elemento clave para la prevencion y control
de estos. Uno de ellos es C. fetus, cuya subespecie Cfv es el agente causal de CGB, enfermedad
de declaracion obligatoria en Espafia de acuerdo al Real Decreto 526/2014. Este patdgeno supone
una preocupacién en produccion animal al ser una causa de pérdidas econdmicas en el sector
bovino por su efecto sobre los indices de fertiildad. Ademas, la subespecie Cfv ha sido detectada
en casos de infeccion en humanos (Wagenaar et al. 2014). Por su parte, la subespecie Cff causa
infecciones esporadicas en el tracto reproductivo en ganado bovino, donde se la ha relacionado
con problemas reproductivos, ademas supone una potencial preocupacion en salud publica al
tratarse de un patdgeno zoonosico capaz de transmitirse al ser humano a través de diferentes vias

(p.ej. mediante el consumo de alimentos contaminados) (Wagenaar et al. 2014).

Otro patégeno primario asociado a problemas de fertilidad en machos es T. foetus, agente
etioldgico de la tricomoniasis bovina, también considerada una enfermedad de declaracion
obligatoria en Espafia (Real Decreto 526/2014). La tricomonosis bovina en Espafia es una causa
relevante de infertilidad en los rebafios que genera pérdidas econémicas principalmente en

explotaciones extensivas dedicadas a la produccion de carne (Collantes-Fernandez et al. 2019).

Como ya se ha mencionado previamente, los toros infectados por C. fetus y T. foetus resultan ser,
por lo general, asintomaticos (Michi et al. 2016). Debido a la falta de sintomas en machos, las
infecciones por estos patdgenos en toros reproductores pueden pasar desapercibidas si no se

realizan controles previos a la monta o 1A, pudiendo ser transmitidos a las hembras. Hasta el
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momento, no existe un tratamiento eficaz en toros infectados por C. fetus y T. foetus ni existen
programas de profilaxis especifica, por lo que la deteccidn temprana y eficaz de toros infectados
resulta ser una medida preventiva adecuada para minimizar el impacto negativo que tienen estos

patogenos en la fertilidad de los rebafios.

Debido a las limitaciones del cultivo respecto a la PCR, esta Ultima técnica diagnostica es la mas
comunmente empleada para la deteccién de C. fetus y T. foetus en muestras prepuciales de toros.
No obstante, la PCR también presenta algunas limitaciones para la deteccion de ambos patégenos
en muestras clinicas, siendo una técnica susceptible de mejora. Los estudios del presente capitulo
dan respuesta al OBJETIVO ESPECIFICO 3 (Evaluar diferentes protocolos de PCR publicados
en la literatura cientifica para la deteccion de C. fetus y la diferenciacion de las subespecies Cfv
y Cff en lavados prepuciales de machos reproductores criados en régimen extensivo con el fin de
desarrollar y establecer un protocolo de deteccion mediante PCR que mejore el rendimiento
diagndstico de esta técnica, y en consecuencia, permita la identificacion de toros portadores para
llevar a cabo la implementacién de pautas de actuacion y prevencion mas rapidas y eficaces en
los programas de reproduccién de explotaciones extensivas en bovino), y OBJETIVO
ESPECIFICO 4 (Evaluar diferentes protocolos de PCR publicados en la literatura cientifica para
la deteccion de T. foetus en lavados prepuciales de machos reproductores criados en régimen
extensivo, asi como disefiar un nuevo protocolo de PCR basado en nuevas dianas genéticas
alternativas a ARNr-ITS, diana utilizada por excelencia para este objetivo, con el fin de
desarrollar y establecer el protocolo de deteccidn que mejore el rendimiento diagnostico de esta
técnica y para la implementacion de pautas de actuacion y prevencion mas rapidas y eficaces en
los programas de reproduccion de explotaciones extensivas en bovino) de la presente memoria

de tesis doctoral.

Este capitulo comprende dos estudios que han sido materializados en dos publicaciones

corresponientes:

i) Articulo 3, en el que se realiza la adaptacion y comparacion de diferentes técnicas de PCR

para la deteccion de C. fetus y la diferenciacion de Cfv y Cff que ha sido publicado por
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la revista Theriogenology [factor de impacto JCR: 2.923 - 2021 (cuartil Q1), factor de
mpacto SJR: 069 - 2021  (cuartii  Q1)] con la referencia

https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2021.06.020

Acrticulo 4, en el que se realiza la adaptacion y comparacion de diferentes protocolos de
PCR para la deteccion de T. foetus en lavados prepuciales de toros reproductores criados
en régimen extensivo, y que ha sido publicado por la revista Parasitology Research
[factor de impacto JCR: 2.383 — 2021 (cuartil Q3), factor de impacto SJC: 0.562 - 2021

(cuartil Q1)] con la referencia https://doi.org/10.1007/s00436-022-07487-72.740.

4.3.1. Evaluation of PCR assays for Campylobacter fetus detection and discrimination between

C. fetus subspecies in bovine preputial wash samples.

Autores: Polo, C., Garcia-Seco, T., Hernandez, M., Ferndndez, V., Rodriguez-Lézaro, D.,
Goyache, J., Dominguez, L., & Pérez-Sancho, M. 2021.

Titulo: Evaluation of PCR assays for Campylobacter fetus detection and discrimination between
C. fetus subspecies in bovine preputial wash samples.

Revista: Theriogenology

Afio: 2021

Volumen: 172

Péginas: 300-306

DOI: doi.org/10.1016/j.theriogenology.2021.06.020

El hospedador primario de C. fetus es el ganado bovino y ovino. Es una de las principales causas
de infertilidad infecciosa que afecta de forma directa al rendimiento productivo de las
explotaciones extensivas bovinas (ademas de una potencial preocupacién en sanidad publica al

tratarse de un patdgeno zoonosico). Hasta la fecha, se han identificado tres subespecies de C.
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fetus: i) Cfv (C. fetus subsp. venerealis), ii) Cff (C. fetus subesp. fetus), y iii) Cft (C. fetus subesp.

testudinum).

En ganado bovino, Cfv es el agente etioldgico de la CGB, enfermedad que se caracteriza por ser
una causa de muerte embrionaria temprana y abortos en las hembras, estando incluida en la lista
Unica de enfermedades de declaracion obligatoria de la OMSA. En Espafia, se trata de una
enfermedad de declaracion obligatoria de acuerdo a lo establecido en el Real Decreto 526/2014.
Por otra parte, Cff se localiza de forma natural en el tracto gastrointestinal, siendo capaz de
generar infecciones en el tracto reproductivo de forma esporédica, lo que se traduce en problemas
de fertilidad. Hasta la fecha, la subespecie Cff carece de un papel de importancia en la infertilidad
en bovino, no obstante, algunos estudios recientes han mostrado como Cff resulta ser un
microorganismo potencialmente presente en el esperma de los toros que podria alterar de forma
negativa la calidad espermaética asi como ser transmitido de forma venérea a las hembras donde

podria ser la causa de problemas reproductivos (Cagnoli et al. 2020).

En machos, las infecciones por C. fetus suelen ser asintomaticas por lo que pueden pasar
facilmente desapercibidas durante largos periodos de tiempo, lo que parece dificultar su control
dentro de los rebafios, ya que los machos podrian actuar como portadores silentes, transmitiendo

C. fetus de forma venérea.

En este escenario, la disponibilidad de técnicas diagndsticas fiables, rapidas y econdémicas (que
permitan la deteccion de C. fetus y la identificacion de la subespecie de los aislados) es una
estrategia clave para el control de este patdgeno, permitiendo evaluar el estado sanitario
reproductivo de los toros de una explotacion. Si bien el cultivo a partir de muestras clinicas se
considera la técnica de referencia para el diagnéstico de CGB (WOAH 2021) en la actualidad, la
mayoria de los laboratorios diagndsticos utilizan la técnica PCR como una herramienta rapida y
fiable para la deteccion e identificacion de C. fetus y la diferenciacion de sus subespecies en
muestras prepuciales. A pesar de ello, no existe ningin ensayo de PCR normalizado y
estandarizado para la deteccion y la diferenciacion de subespecies de C. fetus en muestras de

lavados prepuciales de toros, si bien existen diferentes protocolos de PCR publicados que se
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dirigen sobre distintas dianas genéticas. Ademas, la cantidad de estudios comparativos (en
términos de sensibilidad, especificidad y rendimiento diagndstico) de las diferentes técnicas de
PCR disponibles para la deteccion de C. fetus en muestras clinicas es muy limitada, no existiendo
ninguno que abarque todas las dianas genéticas disponibles para la identificacion de la especie y
diferenciacion de subespecies de C. fetus. Por ultimo, algunas de las dianas descritas para estos
fines no estdn exentas de inconvenientes y particularidades que se traducen en distintos
rendimientos diagnoésticos. Todo ello dificulta el disponer de un sistema de vigilancia para la
recogida de informacion armonizada sobre la presencia, circulacion, incidencia, etc. de este
patégeno en la cabafia ganadera. En definitiva, todo ello limita el conocimiento holistico que
tenemos en la actualidad acerca del verdadero papel de las subespecies Cfv y Cff en la infertilidad

infecciosa en ganado bovino.

En el Articulo 3 (“Evaluation of PCR assays for Campylobacter fetus detection and
discrimination between C. fetus subspecies in bovine preputial wash samples”) del presente
capitulo, se realiz6 un estudio comparativo de diferentes protocolos de PCR dirigidos sobre
distintas dianas genéticas con la finalidad de adaptar y determinar el protocolo méas adecuado para
la deteccion de C. fetus en lavados prepuciales de toros criados en extensivo, asi como para la
diferenciacion de las subespecies Cfv y Cff y el papel que la subespecie Cff podria estar jugando

en la infertilidad bovina.

Para ello, se evaluaron seis ensayos de PCR dirigidos sobre los genes 16S del ARNr, gyrB, cpn60,
cstA, cdtB y nahE para la identificacion de la especie C. fetus. De igual modo se evaluaron cuatro
ensayos de PCR dirigidos sobre los genes I1SCfel, sapB2, parAy virB11 para la diferenciacion de
las subespecies Cfv y Cff. De todos los protocolos de PCR incluidos en el presente estudio,
destaca la adaptacion de una técnica PCR basada en el protocolo de pirosecuenciacion del trabajo
de Persson y colaboradores (2012). Para dicha adaptacion, se tomaron los cebadores especificos
de C. fetus gyrB-F3y gyrB-R2 junto con la sonda gyrB-P1, cuya combinacion, de acuerdo con el

analisis in silico realizado con BLAST (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi), permitia la
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deteccion especifica de C. fetus frente a otros microorganismos potencialmente presentes en

muestras prepuciales.

Para el estudio comparativo se evaluaron, en primer lugar, la sensibilidad y especificidad
analiticas de cada protocolo. A continuacion, se analiz6 el rendimiento diagndstico de cada
técnica sobre 289 muestras prepuciales (una muestra por toro) de toros criados en régimen
extensivo que previamente habian sido analizadas mediante el estudio metagenémico basado en
la secuenciacion de la region hipervariable V3-V4 del gen del 16S del ARNr para la clasificacion
de la poblacion bacteriana (Articulo 2). De este modo, se incluyeron 41 muestras positivas a C.
fetus y 248 muestras negativas, de acuerdo a los resultados del analisis metagenémico. El
protocolo de PCR llamado en el presente trabajo “P12” (Persson et al. 2012), dirigido sobre el
gen gyrB, obtuvo los mejores resultados en comparacion al resto de protocolos de PCR
empleados, detectando C. fetus en el 95,1% de las muestras positivas (39/41) por metagenémica

y un 2% de las muestras (5/248) cuya identificacion como positivas a C. fetus fue dudosa.

Un 85,4% de las muestras positivas a C. fetus fueron identificadas como Cfv (35/41) con, al
menos, una técnica PCR especifica de subespecie, pero no se detectd6 Cff en ninguna de las
muestras. En consecuencia, en un 14,6% de los casos (6/41) no fue posible la identificacion de la
subespecie. Cabe destacar que el Unico protocolo de PCR incluido en el estudio para la
identificacion de Cff (Wang et al. 2002), presentd una sensibilidad analitica baja (50.000 copias
de genoma por reaccion de PCR), por lo que se debe considerar que la presencia de Cff en las
muestras analizadas podria estar pasando desapercibida debido a la limitada sensibilidad analitica
de la Unica técnica disponible, pudiendo estar siendo infravalorado el papel de Cff con relacion a
infertilidad en bovino. Por otra parte, en el 33,1% de las muestras negativas a C. fetus (82/248) se
observaron amplificaciones inespecificas con alguna de las técnicas PCR con dianas genéticas
empleadas para la deteccion de la subespecie Cfv (ISCfel y virB11). Todos estos resultados
pusieron de manifiesto las claras limitaciones de los protocolos de PCR para la diferenciacion de

subespcies de C. fetus disponibles hasta la fecha.
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Con los resultados obtenidos en este trabajo, se confirmo la HIPOTESIS 5 en lo referente a C.
fetus (Las herramientas moleculares actualmente implementadas en la deteccion de C. fetusy T.
foetus presentan un margen de mejora que repercutira en las medidas de control y manejo de
estas patologias infecciosas en el toro) y refuerza la idea planteada en la HIPOTESIS 6 (La
deteccion de C. fetus y la diferenciacién de las subespecies Cfv y Cff en muestras prepuciales de
toros mediante el empleo de protocolos de PCR presenta limitaciones en cuanto a sensibilidad
y/o especificidad que impactan en las ratios de deteccion de C. fetus en lavados prepuciales,
disminuyendo el rendimiento diagndstico para deteccion y diferenciacion de subespecies de C.

fetus en muestras clinicas).

Asi mismo se da respuesta al OBJETIVO ESPECIFICO 3 de la presente tesis: Evaluar diferentes
protocolos de PCR publicados en la literatura cientifica para la deteccion de C. fetus y la
diferenciacién de las subespecies Cfv y Cff en lavados prepuciales de machos reproductores
criados en régimen extensivo con el fin de desarrollar y establecer un protocolo de deteccion
mediante PCR que mejore el rendimiento diagndstico de esta técnica, y en consecuencia, permita
laidentificacién de toros portadores para llevar a cabo la implementacion de pautas de actuacién
y prevencion mas rapidas y eficaces en los programas de reproduccion de explotaciones

extensivas en bovino.

El presente estudio propuso un nuevo protocolo de PCR (P12) que parece mejorar lo obtenido por
otros protocolos usados previamente para la deteccién de C. fetus en muestras prepuciales de
acuerdo con lo publicado en la literatura cientifica y los informes de la OMSA. Del mismo modo,
el estudio puso de manifiesto la necesidad de establecer criterios rigurosos para discriminar entre
subespecies de C. fetus empleando técnicas de PCR y permitir mejorar la comprension del papel

de las subespecies Cfv y Cff en la epidemiologia y patogenia de la infertilidad infecciosa bovina.
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Campylobacter fetus is a zoonotic pathogen found in cattle, in which it is one of the main causes of infectious
infertility. Most diagnostic laboratories use PCR as quick easy tool for C. fetus identification. However, there
is no standardized PCR assay for C. fetus detection and subspecies differentiation, hindering the comparison
of results. In this study, we evaluated selected PCR assays targeting the 16S rRNA, gyrB, cpn60, cstA, cdtB and
nahE genes for C. fetus identification and ISCfel, sapB2, parA and virB11 for subspecies differentiation. Ana-

Keywords: lytical sensitivity and specificity were assessed for each PCR assay, and the assays were then tested on 289
gzttle ll;’;::::t;'m bull preputial samples that had also been analysed by 16S rRNA barcode metagenomics. In total, 41 C. fetus-
Su;':; ye cies “ positive samples were included. The P12 PCR assay targeting the gyrB gene performed best, detecting the

Bull preputial samples pathogen in 95.1% of positive samples. For the discrimination of C. fetus subspecies, we were able to identify
PCR a proportion (85.4%) of the C. fetus-positive samples correctly as C. fetus venerealis with at least one sub-
species-specific PCR, but C. fetus fetus was not detected in any of the samples tested. Remarkably, C. fetus
subspecies amplification was observed following PCR on some samples (33.1%) considered C. fetus-negative,
highlighting the need for rigorous criteria for discriminating between C. fetus subspecies, to improve under-
standing of the role of the two C. fetus subspecies in the epidemiology and pathogenesis of bovine infectious
infertility.

Molecular diagnosis

© 2021

1. Introduction and abortions [3,4], and is listed as a notifiable disease by the World

Organization for Animal Health [5]. Both C. fetus subspecies venerealis
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The fertility and conception rates of nursing cows in Spain are an es-
timated 17.1% lower than the mean rates for the European Union [1].
Infectious diseases are among the most important potential causes of
bovine infertility [2]. Campylobacter fetus infection is frequently linked
to cattle infertility, particularly in countries in which extensive produc-
tion practices and natural breeding are common [3].

Three subspecies of C. fetus have been identified: C. fetus subspecies
venerealis, C. fetus subspecies fetus and C. fetus subspecies testudinum. C.
fetus venerealis is the etiological agent of bovine genital campylobacte-
riosis (BGC), which is characterized by infertility, early embryo death

* Corresponding author. VISAVET Health Surveillance Centre, Universidad
Complutense de Madrid, Av. Puerta de Hierro s/n, 28040, Madrid, Spain.
E-mail address: maperezs@ucm.es (M. Pérez-Sancho).
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0093-691/© 2021

and fetus have been associated with low fertility rates in cattle [6]. The
infection is frequently asymptomatic in males and is silently transmit-
ted for long periods, allowing the pathogen to circulate in cattle herds
[3,4]. In addition, the pathogen is transmitted not only through natural
breeding techniques, but also through artificial insemination, as it is
able to survive in frozen sperm samples [7]. The clinical signs of C. fetus
venerealis and C. fetus fetus infections in cattle are similar, but C. fetus fe-
tus can also be isolated from the intestinal tract of healthy animals
[3,4]. C. fetus subspecies fetus can also infect humans, causing clinical
signs ranging from an acute diarrheal illness to systemic disease, with
the description of a number of clinical cases over time [8].

According to OIE guidelines [4] the recommended method for C. fe-
tus identification is microbiological culture and phenotypic characteri-
zation. However, the OIE also recognizes polymerase chain reaction
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(PCR), with the nahE gene as the molecular target, as a valid test for C.
fetus identification [4]. Microbiological culture is a laborious, tedious,
and resource-demanding process for fastidious microorganisms such as
C. fetus, and its analytical sensitivity is often limited, as C. fetus is easily
overgrown by commensal bacteria [9]. Likewise, C. fetus has low levels
of biochemical activity, and differentiation between its subspecies on
the basis of biochemical features is, therefore, difficult [4]. Molecular
assays can overcome these drawbacks. A comparison of available PCR
assays by van der Graaf-van Bloois et al. [10] demonstrated the useful-
ness of molecular diagnosis for C. fetus subspecies identification. How-
ever, some gene targets for C. fetus identification at species and sub-
species level were not included in this comparative study, and field
samples were not included in the evaluation of the assays.

The primary aim of this study was, therefore, to perform a system-
atic comparative search for the genetic targets currently used for C. fe-
tus detection and for distinguishing between the two principal sub-
species (C. fetus venerealis and C. fetus fetus) in cattle, and to assess the
analytical sensitivity and specificity of the PCR assays. We then evalu-
ated the diagnostic performance of selected PCR assays on preputial
smegma samples, with a view to proposing a robust PCR assay for C. fe-
tus detection in field samples.

2. Materials and methods
2.1. Systematic review and selection of PCR protocols

A systematic bibliographic search was conducted with the following
search strings in (i) PubMed: ((“Campylobacter fetus'[Mesh]) AND
"PCR"[Mesh]), (ii) Web of Science: TS = ((“Campylobacter fetus" AND
"PCR")) and (iii) Scopus databases: TITLE-ABS-KEY ((‘‘Campylobacter
fetus" AND "PCR"). Repetitions were removed with EndNote version
X9.3.1 build 13758, and, following a review of the abstracts, only those
containing information about PCR for C. fetus identification were re-
tained. The inclusion criteria (studies assessed further) were: i) inclu-
sion of the primer sequences in the publication ii) indication of the
probe sequence, if appropriate, iii) confirmation of the specificity of
primers by in silico BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
analysis, considering as valid all forward and reverse primer sequences
displaying 100% identity to the C. fetus reference sequence from the
GenBank database and not matching sequences from other cattle
pathogens associated with infertility or other microorganisms poten-
tially present in preputial samples, iv) 100% identity of the probe se-
quence with Campylobacter spp. reference sequences from the GenBank
database, and v) description of the thermal cycler conditions provided
in the publication. The systematic review identified 34 publications
meeting the inclusion criteria and published since 1996, based on 10
different gene targets for C. fetus identification (16S rRNA, gyrB, cpn60,
cstA, cdtB and nahE) and subspecies discrimination (ISCfel, parA, sapB2
and virB11). All publications meeting the inclusion criteria were re-
viewed individually and, for each genetic target described for C. fetus, a
single PCR protocol was chosen. Priority was accorded to protocols
meeting the following selection criteria: i) protocol subjected to a vali-
dation process, ii) protocol tested on clinical samples with satisfactory
results in terms of analytical sensitivity, specificity and/or detection
rates, iii) real-time protocols, particularly those using specific probes.
Table 1 shows the selection of PCR assays and adaptation to Qiagen
PCR kits (QuantiFast Pathogen PCR, QuantiFast SYBR Green PCR and
QIAGEN Multiplex PCR kits).

The final reaction volume, concentrations of primers and probes and
thermocycler conditions are shown in Table 1. For all PCR assays, we
used 2 pL of DNA elute per reaction. For conventional PCR assays, elec-
trophoresis was performed in a 2% agarose gel (Biotools MB agarose) at
70 mV and 400 mA for 55 min.

The PCR assay based on the work of Hum et al. [11] had a limited
performance on field samples in our study, as did the PCR protocol

based on the work of Iraola et al. [12] (high proportion of non-specific
results). Both these protocols involved the use of a multiplex PCR with
the MG3F and MG4R primers [11,12] for C. fetus identification. The
thermocycler conditions described by Schulze et al. (2006) [13] were
applied to both these protocols, as an improvement strategy.

2.2. Analytical sensitivity (LOD) and specificity tests

Real-time PCR was performed in a Bio-Rad CFX96 thermocycler
(Bio-Rad), and conventional PCR tests were performed in Bio-Rad
C1000 and T100 thermocyclers (Bio-Rad), in specific PCR conditions
(Table 1). For specificity tests, a comprehensive set of species closely
phylogenetically and ecologically related (potentially present in
preputial samples; one strain/species) to C. fetus was used (Table 2). We
also included the three subspecies of C. fetus (Table 2).

For analytical sensitivity tests, C. fetus (ICM18/00015 from the
VISAVET-UCM collection), C. fetus venerealis (ICM18/00036 from the
VISAVET-UCM collection) and C. fetus fetus (ATCC-27374) isolates
were used according to OIE recommendations for correct determination
of the limit of detection (LOD) and the confidence interval (CI) [14].
The concentration of genomic DNA was adjusted to a final concentra-
tion of 1 ng of DNA per reaction (approximately 500,000 C. fetus
genome copies) with the High Sensitivity DNA Quantitation Kit (Invit-
rogen) and a Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen), and serial ten-fold dilu-
tions were then prepared, down to 0.1 fg DNA per reaction. The limit of
detection (LOD) was calculated according to OIE recommendations, as
follows: 20 replicates of each DNA dilution were prepared, for determi-
nation of the CI, with the 100% CI implying that all 20 replicates yield a
positive result and the 95% CI corresponding to a positive result for 19
of the 20 replicates.

For each real-time PCR, the cutoff was established by determining
the arithmetic mean value of the Cr of the 20 replicates of the dilution
of the LOD with a CI > 95%. For conventional PCR, visual detection of
the band in the agarose gel was considered to indicate a positive result.
In cases of doubt concerning the PCR result, NIH ImageJ software [15]
was used, in accordance with the manufacturer's instructions (https://
imagej.nih.gov/ij/) to determine whether the result should be consid-
ered positive.

2.3, Recovery of preputial wash samples from bulls

The diagnostic performance of selected PCR assays was assessed on
a selection of preputial wash samples from 289 bulls from Spanish ex-
tensive livestock farms. Samples were selected from our collection on
the basis of metagenomic results (see below). All samples were sub-
jected to the same processing protocol (see below). Briefly, 15 mL of
preputial wash sample was centrifuged at 1512 x g for 10 min, and the
pellets were stored at —80 °C until analysis. DNA was extracted with the
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), according to a
slightly modified version of the manufacturer's protocol: the pellet was
first suspended in a cell lysis buffer [20 mM Tris-Cl (pH 8), 2 mM
sodium EDTA, 1.2% Triton X-100 and 20 mg/mL lysozyme in a final
volume of 360 uL] and incubated for 1 h at 37 °C. DNA was then ex-
tracted according to the kit manufacturer's instructions.

2.4. Metagenomic analysis of the clinical samples

Microbial diversity was assessed by analyzing the sequence of the
V3-V4 region of the 16S rRNA gene. The primers and PCR conditions
used for this analysis were as previously reported [16]. Sample multi-
plexing, library purification and sequencing were performed as de-
scribed in the Illumina (San Diego, CA) “16S Metagenomic Sequencing
Library Preparation” guide. Libraries were sequenced on an Illumina
MiSeq platform providing 300-bp paired-end reads.
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Table 1

PCR assays for C. fetus detection and subspecies differentiation studied here.

Species or subspecies Target PCRtype  Reference Code: Primers and probes PCR conditions”
vol  volMix Fw  Rv X . A E N FE As.
(L) (uL) M) (M) (M) (C/min) (C/s) (C/s)  (C/s) (C*/min)  (bp)
Campylobacter fetus 165r  Realtime  [33] 116 168Fw 5-GCACCTGTCTCAACTTTC-3' 5 5 09 09 02 955 9515 60/60 - 35 70/5 42
RNA  (probe)
168Rv 5'-CCTTACCTGGGCTTGAT-3'
168Pb 5'-VIC-ATCTCTAAGAGATTAGTTG-MGB-
NFQ-3
cdB  Conventional [34] K16 CfspBUS 5-GGCTTTGCAAAACCAGAAG3' 50 125 02 02 - 955  94/20 56/90 72/90 30 72/10 553
Cf-spBR3 5-CAAGAGTTCCTCTTAAACTC-3'
nahE  Realtime  [10] G13  nahEF 5-TGTTATGGTGATCAAAATAGCTGTTG3' 20 5§ 06 06 02 9515  60/45 - - 40 - 27
(probe)
nahE-R 5"GAGCTGTTTTTATGGCTACTCTTTTTTTA-
3
nahE-P 5'-6-FAM-TGTATATGCACTTTTAGCAACTT-
NFQ3'
@B Realtime  [32] P12 gyiB-F3 5-CTGTAAGAAAACGTCCAGGAATGT-3' 25 5 04 04 02 955 9515 60/60 - 50 - 52
(probe)
gyrB-R2 5-CCATAGATTCGTCTATAGAGTTATCA-3'
gyrB-P1 5-6-FAM-
CWACTTCATAAATCATATGATGAAG-MGB-NFQ-3'
cp60  Realtime  (35] C09  JHO087 5-TGAGGCTGTTACAAGCGAGTTA-3' 25 125 02 02 - 955 9515 625/15 72/15 40 95/1 100
(SYBR)
JH0088 5'-TGAGCTATCGCTATTTGCTGAA-3"
cstA  Conventional [111%/  H97  MG3F 5-GGTAGCCGCAGGTGCTAAGAT-3' 25 125 05 05 95/15  96/15 60/60 72/90 35 72/10 764
MGA4R 5'-TAGCTACAATAACGACAAGT-3'
Campylobacter fetus subsp. 1SCfel ~ Real-time  [10] G13  ISCI-F 5-AGGCGAAGAGAATGTTAAATTTGAA3' 20 5 06 06 02 955 9515 60/45 - 40 - 34
venerealis (probe) (asc1y
ISC1-R 5-CCATAAAGCCTAGCTGAAAAAACTG-3'
ISC1-P 5'-VIC-CCAAAGATGTCTTAGAAATA-NFQ-
GI3  ISC2-F 5-TTCAAAAGCTCTTGGGGTTAC-3' 20 5 06 06 02 955 9515 60/45 - 40 - 208
(1sc2)
ISC2-R 5-AAAGCCTTGTTTAGAACAATATAACTC-3'
ISC2-P 5"-VIC-ACTCGTGGTGGAGAGCGTAG-NFQ-
MGB-3'
virB11  Conventional [12]¢ 112 nC1165g4F 5-AGGACACAAATGGTAACTGG-3 20 10 038 038 - 9515  96/15 60/60 72/90 35 72/10 233
nC1165g4R 5'-GATTGTATAGCGGACTTTGC-3'
parA  Conventional [111%¢  HO7  VenSF 5-CTTAGCAGTTTGCGATATIGCCATT-3 25 125 05 05 - 9515  96/15 60/60 72/90 35 72/10 142
(Vens)
VenSR 5'-GCTTTTGAGATAACAATAAGAGCTT-3'
Conventional [28] W02 CFF 5-GCAAATATAAATGTAAGCGGAGAG-3' 25 125 05 05 - 9515  95/30 59/90 72/30 30 72/10 435

Campylobacter fetus subsp.  sapB2
Jetus

CFR 5'-TGCAGCGGCCCCACCTAT-3

4 The code refers to the name of PCR assay.
b PCR conditions: vol(uL), final reaction volume; vol.Mix (L), volume of 5 x QuantiFast Pathogen Master Mix for real-time (probe) PCR, 2 x QuantiFast SYBR Green PCR Master mix for real-time (SYBR) PCR and
2 x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix for conventional PCR; Fw(uM), final concentration of forward primer; Rv(M), final concentration of reverse primer; Pr(uM) final concentration of probe; ID.('C/min), initial

denaturation; D.

MgCl, concentration was used for each Qiagen PCR kit.
© van der Graaf-van Bloos et al. [10] analysed the sensitivity and specificity of 155 C. fetus isolates: 100% sensitivity and specificity were reported for nahE; 97% sensitivity and 100% specificity for ISCfe1-ISC1
primers and 100% sensitivity and 98% specificity for ISCfel-ISC2 primers; 100% sensitivity and specificity for cstA; 58% sensitivity and 83% specificity for parA; 76% sensitivity and 72% specificity for sapB2.
4 The multiplex PCR assay described by Hum et al. [11] gave a large number of non-specific results with our field samples, as did the PCR assay described by Iraola et al. (2012) [12], based on multiplex PCR with
the same pair of primers as used by Hum et al. [11] for C. fetus detection. We therefore used the thermocycling conditions described by Schulze et al. (2006) [13], which resolved this problem.

°C/s) denaturation step per cycle; A.(‘C/s), annealing step per cycle; E.('C/s) elongation step per cycle; N¥, number of cycles; FE.(‘C/min), final elongation step; AS.(bp), amplicon size. The default
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Table 2

Specificity of PCR assays for C. fetus detection and subspecies identification. We included one strain per species.

Species C. fetus

C. fetus venerealis C. fetus fetus

116 G13 C09 P12

G13-1sC1 G13-I1sC2 112 H97-VenS ‘wo2

Arcobacter butzleri - - - -
Escherichia coli - - - -
Aeromonas hydrophila - - - _
Brucella abortus - - - -
Toxoplasma gondii - - - .
Salmonella enterica - - - -
Yersinia enterocolitica - - - -
Coxiella burnetii - - - -
Chlamydia abortus - - - .
Vibrio cholerae - - - -
Campylobacter jejuni - - - .
Campylobacter coli - - - _
Campylobacter lanienae - - - -
Campylobacter sputorum - - - .
C. fetus ICM18/00015 20.86" 22.06 21.08 21.66
C. fetus DICM11/00145-2-C 18.6 18.88 17.75 19.19
C. fetus sub. venerealis ICM18/00036 21.27 22.17 215 22.78
C. fetus sub. venerealis ICM172263 18.58 19.39 17.84 19.31
C. fetus sub. fetus ATCC-27374 21.18 21.82 20.47 21.58
C. fetus sub. testudinum ATCC-BAA-2539 22.08 25.15 - 24.06

+ o+ o+t
+F o+t
0
=
(=3
w

2 +: positive amplification in conventional PCR assays; -: absence of amplification.

> mean Cy value for real-time PCR assays.

¢ The P12 PCR assay targets the gyrB gene and was described by Pearson et al. (2012) [32]; the G13 PCR assay targets the nahE gene and was described by van der
Graaf-van Bloois et al. [10]; the 116 PCR assay targets the 16S rRNA gene and was described by Iraola et al. [33], the CO9 PCR assay targets the cpn60 gene and was
described by Chaban et al. [35], the HO7 PCR assay targets the cstA gene and was deseribed by Hum et al. [11], the K16 PCR assay targets the cdtB gene and was
described by Kamei et al. [34], the G13-ISC1 and G13-ISC2 PCR assays target the ISCfel and were described by Graaf-van Bloois et al. [10], the I12 PCR assay targets
the virB11 gene and was described by Iraola et al. [12], the H97-VenS PCR assay targets the parA gene and was described by Hum et al. [11], and the WO2 PCR assay

targets the sapB2 gene and was described by Wang et al. (2002) [28].

Raw demultiplexed sequence data were processed with the Qi-
imeReporter pipeline (https://github.com/dabadgarcia/
qiimereporter). This straightforward pipeline for the analysis of ampli-
con sequences integrates basic Qiime2 commands [17] and the R pro-
gramming language. The DADA2 package [18] was used to filter reads,
merge paired ends, remove chimeras and assign amplicon sequence
variants (ASVs). A pre-trained naive Bayes classifier [19] was used to
obtain the taxonomic assignment of the ASVs, using the SILVA database
version 132 [20] as a reference. This generated a table detailing the mi-
crobial composition of each sample.

2.5. Diagnostic performance of selected PCR methods

The same DNA extracts used for metagenomic analysis were also
processed with the selected PCR assays (Table 1). PCR inhibition was
assessed by including an internal control in the P12 PCR assay. This in-
ternal control was provided by the QuantiFast Pathogen PCR + IC kit
(Qiagen). Samples were classified into three categories based on the re-
sults of metagenomics and PCR assays, considered independently. A
sample was considered positive if 16S rRNA sequencing identified C. fe-
tus and/or two or more species-specific genetic targets (16S rRNA, gyrB,
cpn60, cstA, cdtB and nahE) were amplified by PCR protocols. Samples
were considered negative if neither 16S rRNA sequencing or the use of
species-specific gene targets resulted in positive results for C. fetus. Fi-
nally, results for a particular sample were considered dubious if only
one single species-specific PCR protocol yielded positive results. As a
positive control for PCR assays, were used ICM18/00015 (C. fetus),
ICM18/00036 (C. fetus subsp. venerealis) and ATCC-27374 (C. fetus
subsp. fetus). Sterile water was used as a negative control.

3. Results
3.1. Analytical sensitivity and specificity

The analytical specificity results are shown in Table 2. The internal
control included in the P12 protocol made it possible to check that
there was no PCR inhibition. No non-specific amplification was ob-
served in the sensitivity and specificity tests. The species-specific C09
and H97 PCR assays did not detect the C. fetus testudinum control strain
ATCC-BAA-2539.

Analytical sensitivity depended on the PCR assay used. For C. fetus
detection, the 116 PCR assay performed best, with a LOD as low as 10 fg.
for C. fetus DNA (equivalent to five copies of the genome). The G13, P12
and C09 PCR assays each detected C. fetus DNA down to levels as low as
100 fg, (equivalent to 50 genome copies), and the conventional K16
and H97 PCR assays had a LOD of 10 pg C. fetus DNA (equivalent to
5000 genome copies). For C. fetus venerealis, the G13-ISC1 PCR assay
had a LOD of 10 fg DNA (equivalent to 5 genome copies), whereas the
ISC2 PCR assay detected C. fetus venerealis at levels down to 1 pg of
DNA (equivalent to 500 genome copies). Finally, the LOD for the H97
and 112 PCR assays was 10 pg of C. fetus venerealis DNA (equivalent to
5000 genome copies), whereas the W02 PCR assay detected C. fetus sub-
species fetus at levels down to 100 pg (equivalent to 50,000 genome
copies). For real-time PCR assays, mean Cr ranged from 33 (G13-ISC2
PCR assay) to 38 (116 PCR assay).

3.2. Diagnostic performance of the selected PCR protocols with field
samples

A summary of the samples included in this study and their classifica-
tion is provided in Table 3. This classification was used to evaluate the
diagnostic performance of the selected PCR assays. The selection of
preputial wash samples included 31 C. fetus-positive samples and 248
negative samples, according to 165 rRNA sequencing results. Following

135



Resultados

136

C. Polo et al. / Theriogenology xxx (xxxx) 1-7 5

Table 3A
PCR results for field bovine preputial samples, for the identification of (A) C.
fetus and (B)C. fetus venerealis.

PCR assay? P12 G13 116 Co9 H97 K16
Positive samples® 39/41  34/41 35/41 33/41 31741 27/41
(95.1%) (82.9%) (85.4%) (80.5%) (75.6%) (65.8%)

Identification of 5/248 0/248 1/248 0/248 0/248 07248
C. fetus (2%) (0%) (0.4%)  (0%) (0%) (0%)
dubious ©

Negative 243/248 247/248 247/248 248/248 248/248 248/248
samples? (98%) (99.6%) (99.6%) (100%) (100%) (100%)

@ The P12 PCR assay targets the gyrB gene and was described by Pearson et al.
[32], the G13 PCR assay targets the nahE gene and was described by van der
Graaf-van Bloois et al. [10], the 116 PCR assay targets the 16S rRNA gene and
was described by Iraola et al. (2016) [33], the CO9 PCR assay targets the cpn60
gene and was described by Chaban et al. [35], the H97 PCR assay targets the
cstA gene and was described by Hum et al. [11], the K16 PCR assay targets the
cdtB gene and was described by Kamei et al. [34].

b C. fetus-positive samples were identified on the basis of massive 16S rRNA
sequencing and/or two or more species-specific PCR assays.

¢ The identification of C. fetus was considered dubious for samples testing
negative by 16S rRNA, but positive in a single C. fetus-specific PCR assay.

d C. fetus-negative samples were those in which the pathogen was not
detected by massive 16S rRNA sequencing or C. fetus-specific PCR assays.

Table 3B
PCR results for field bovine preputial samples, for the identification of (A) C.
fetus and (B)C. fetus venerealis

PCR assay® G13-I1SC1  G13-1sC2 112 H97-
VenS
Identifi of C. fetus lis  33/41 32/41 17/41 6/41
in C. fetus-positive samples (80,50%) (78,05%) (41,50%) (14,63%)
Non-specific results for C. fetus- 10/248 6/248 73/248  0/248
negative samples? (4%) (2.40%)  (29.40%) (0%)

dThe results were considered non-specific if the sample tested negative for C. fetus
by massive 16S rRNA sequencing and in C. fetus-specific PCR assays, but positive
in one or two C. fetus subspecies venerealis-specific PCR assays.

@ The G13-ISC1 and G13-ISC2 PCR assays target the ISCfel and were
described by Graaf-van Bloois et al. [10], the 112 PCR assay targets the virB11
gene and was described by Iraola et al. [12], and the H97-VenS PCR assay
targets the parA gene and was described by Hum et al. [11].

PCR analysis, another 10 samples were considered to be C. fetus-
positive due to the amplification of two or more species-specific targets
by PCR. Some minor discrepancies between metagenomics and PCR re-
sults were observed. In 10 of the 41 samples considered positive for C.
fetus, two or more C. fetus-specific targets (16S rRNA, gyrB, cpn60, cstA,
cdtB and nahE) yielded positive results, whereas the metagenomics
analysis was negative. Likewise, it was possible to identify C. fetus
solely through 16S rRNA sequencing in two of the 41 C. fetus samples
considered positive.

The P12 PCR assay gave the best performance with field samples,
identifying 95.1% of the C. fetus-positive samples, whereas the 16 and
G13 PCR assays detected 85.4% and 82.9% of the positive samples, re-
spectively (Table 3). Interestingly, the detection results were not im-
proved by combining the P12 PCR assay with any other PCR assay. The
P12 PCR assay also gave positive amplification results for 2% of the C.
fetus-negative samples, whereas the 116 PCR assay gave positive ampli-
fication results for only 0.4% of negative samples (Table 3). These sam-
ples were considered “dubious” in our results (Table 3).

We defined a criterion for considering C. fetus subspecies identifica-
tion to be correct: identification of the species C. fetus in a preputial
sample by at least two different species-specific PCR assays based on
two different genetic targets, and positive amplification in at least one
subspecies-specific PCR assay. In total, 35 of the 41 (85.4%) C. fetus-
positive samples were identified as C. fetus venerealis by PCR for at least
one subspecies-specific target: ISCfel, virB11 and/or parA. Identifica-

tion to subspecies level was not possible with any of the subspecies-
specific PCR assays for the other six samples. The G13-ISC1 and ISC2
PCR assays targeting ISCfel identified 80.5% and 78.1% of the C. fetus-
positive samples, respectively, as C. fetus venerealis (Table 3). The PCR
assays targeting other genomic regions had a poorer performance:
41.5% and 14.6% for the I12 PCR assay targeting the virBI1 gene and
for the H97-VenS PCR assay targeting the parA gene, respectively. The
WO2 PCR assay did not identify C. fetus fetus in any of the samples stud-
ied.

Finally, 82 of the 248 C. fetus-negative samples (33.1%) tested posi-
tive in one or more PCR protocols for subspecies venerealis despite test-
ing negative in all assays for the species C. fetus (P12, 116, G13, C09,
H97 and K16). These cases were classified as non-specific amplification,
and were considered to be negative: 73 samples for the 112 PCR assay
targeting the virB11 gene, 10 samples for the G13-ISC1 assay and six
samples for the G13-ISC2 PCR assay, both targeting the ISCfel gene.

4. Discussion

C. fetus venerealis, the causal agent of BGC, is one of the most rele-
vant infectious causes of infertility in cattle reared in countries in
which extensive production and natural breeding methods are prac-
ticed. However, C. fetus subspecies fetus has also been associated with
infertility in cattle [3,6]. C. fetus can also be considered to be of public
health concern, as it is a zoonotic pathogen [8].

Bacteriological culture followed by biochemical identification is the
recommended method for identifying C. fetus according to OIE guide-
lines [4]. However, this approach is less sensitive than molecular tech-
niques [21], due to the highly demanding nutritional and atmospheric
requirements of this species and the ease with which it is overgrown by
commensal bacteria [9]. The biochemical identification of this species
and its subspecies is also potentially problematic, due to for example,
the low levels of biochemical activity in C. fetus [4].

In this study, we assessed the diagnostic performance of PCR assays
for all the genetic targets described to date for C. fetus detection, using
bovine preputial wash samples, one of the reference sample for BGC di-
agnosis [4]. Our systematic literature review revealed 34 publications
since 1996 relating to 10 different gene targets for C. fetus identification
(16S TRNA, gyrB, cpn60, cstA, cdtB and nahE) and subspecies discrimina-
tion (ISCfel, parA, sapB2 and virB11). We selected eight publications
from this list, covering all the targets described in previous studies,
based on preference criteria. Another two publications were discarded:
i) the assay described by van Bergen et al. [22] was rejected due to its
low specificity (45%), as previously reported by van der Graaf-van
Bloois et al. [10]; ii) the PCR assay described by Chaban et al. [23] was
discarded due to random amplifications observed during specificity and
analytical sensitivity tests. The PCR assays were adapted in our labora-
tory, but the oligonucleotides used were those indicated in the original
publications (Table 1).

We assessed the robustness of the PCR assays on a selection of 289
field preputial wash samples previously analysed by metagenomics
methods. Metagenomics analyses based on 16S rRNA gene sequencing
are a powerful tool for investigating microbial populations, but this
technique may present limitations for identification to the genus and
species levels, because some phylogenetically close microorganisms
have almost identical 16S rRNA targets, decreasing the potential of this
approach as a diagnostic tool [24,25]. For these reasons, we considered
samples to be positive if the ASVs for Campylobacter species level identi-
fication were 100% identical to the reference sequences from the SILVA
database, and/or if two or more C. fetus-specific PCR assays yielded pos-
itive results.

We found that the P12 PCR assay targeting the gyrB gene was the
most suitable PCR assay for C. fetus identification. Despite its conserva-
tion and similar sequences in many bacterial species, gyrB has been
shown to be a good target for bacterial species differentiation [25]. It
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gave positive results for 95.1% of the C. fetus-positive samples, with a
LOD of 100 fg (the equivalent of about 50 C. fetus genomes). Its combi-
nation with other protocols did not improve the results for C. fetus iden-
tification on the total collection of bull preputial wash samples tested.
These results contrast with the indications of the OIE terrestrial manual
for the diagnosis of BGC [4], which recommends the use of PCR assays
targeting the nahE gene. Our results indicate that the G13 PCR assay
targeting the nahE gene is significantly less efficient, identifying 82.9%
of the total C. fetus-positive samples. Nevertheless, with the P12 assay,
we found that 2% of samples tested positive only with this protocol
(these results were thus considered dubious) corresponding to five of
248 samples (Table 3).

For the epidemiology and ecology of bovine infectious infertility,
and BGC in particular, it is important to be able to identify the causal
agent to a finer taxonomic level than the species —i.e. determine
whether C. fetus subspecies venerealis or C. fetus subspecies fetus is in-
volved. As there is currently no gold standard for C. fetus subspecies dis-
crimination, we considered subspecies identification to be correct if at
least two different species-specific PCRs (targeting two different ge-
nomic regions) identified C. fetus in a preputial sample, and at least one
subspecies-specific PCR identified C. fetus venerealis or fetus. The use of
molecular techniques to distinguish between C. fetus subspecies may be
hampered by the very minor differences in genomic sequence between
C. fetus fetus and C. fetus venerealis [26]. Interestingly, we obtained dif-
ferent results for each C. fetus subspecies. We were able to identify a rel-
evant percentage of the C. fetus-positive samples correctly as C. fetus
venerealis (85.4%) with at least one subspecies-specific PCR (this pre-
dominance of subspecies C. fetus venerealis has been reported before
[271), we were unable to identify any sample as C. fetus fetus, probably
due to the low sensitivity of the W02 protocol (LOD = 100 pg of DNA).
We cannot rule out the presence of C. fetus fetus, particularly in the sam-
ples for which identification to subspecies level was not possible. This
lack of identification may be due to the poor LOD of the C. fetus fetus-
specific PCR assay used (W02) [28]: 100 pg of GC. fetus fetus DNA (ap-
proximately 50,000 genome copies), much poorer than for the C. fetus
venerealis-specific PCR assay tested. The G13-ISC1 and G13-ISC2 PCR
assays targeting ISCfel, identified 80.50% and 78.05%, respectively, of
the C. fetus-positive samples as C. fetus venerealis.

Interestingly, a large percentage of the samples considered negative
(33.1%) tested positive in subspecies-specific PCRs targeting the virB11
and/or ISCfel genomic regions of C. fetus venerealis, despite giving no
amplification in any of the six C. fetus species-specific PCRs. According
to the criteria defined in this study, we considered these results to corre-
spond to non-specific PCR amplifications. Sequences homologous to
ISCfel appear to be present in other species, and this may lead to false
positives [29]. Most of these non-specific amplifications (89%) were as-
sociated with the virB11-specific 112 PCR assay. The virB11 gene is not
necessarily present in all C. fetus venerealis strains and may also be ab-
sent from C. fetus fetus strains [30]. Consequently, virB11 is of limited
value as a target for subspecies differentiation, in terms of both speci-
ficity and sensitivity. By contrast, no non-specific amplification was ob-
served in the PCR assay targeting parA, but the sensitivity of the con-
ventional PCR assay used was poor (LOD of 10 pg, approximately 5000
C. fetus venerealis genome copies). Despite the limited number of PCR
protocols evaluated here (one protocol per molecular target for C. fetus
detection and subspecies differentiation), our results indicate that fur-
ther studies are required to define solid and rigorous criteria for distin-
guishing between C. fetus subspecies, potentially based on more than
just positive amplification in a single subspecies-specific PCR assay.
Further studies are also required, for the definition and evaluation of re-
liable genetic targets for the unequivocal differentiation of subspecies,
to facilitate determinations of the real prevalence of the C. fetus sub-
species in herds and their impact on fertility [31]. One promising op-
tion would be the use of whole-genome sequencing for C. fetus sub-
species differentiation. However, this technique is laborious, time-

consuming and expensive, and is not currently widely used in diagnos-
tic laboratories [4].

In summary, we describe here an evaluation of the performance of
current molecular targets for PCR assays for C. fetus detection and sub-
species discrimination (one molecular target/PCR). Our findings sug-
gest that the P12 PCR assay [32] is the most robust PCR assay for C. fe-
tus detection, with excellent specificity and LOD values; it also provided
the best results for field samples (detection of the pathogen in 95.1% of
the samples considered positive). Furthermore, an internal control can
be included in this PCR assay, which is highly recommended for routine
practice in diagnostic laboratories. The PCR assays had different perfor-
mances for discriminating C. fetus subspecies. We were able to identify
a large proportion (85.4%) of the C. fetus-positive samples correctly as
C. fetus venerealis with at least one subspecies-specific PCR assay, but C.
fetus fetus was not detected in any of the samples tested with the specific
‘W02 PCR assay [28]. Remarkably, we observed amplification in C. fetus
subspecies-specific PCR assays for some samples (33.1%) considered C.
fetus-negative. Differences in diagnostic performance between different
PCR protocols with the same molecular target are not unexpected, but
our results highlight the need for solid criteria for the identification of
different C. fetus subspecies in discrimination assays, as previously re-
ported [4,10,31]. Further studies of the existing genetic targets and im-
provements of current PCR protocols, together with the design and
evaluation of new protocols could help improve our understanding of
the role of the two principal C. fetus subspecies in the epidemiology and
pathogenesis of bovine infectious infertility.
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El parésito T. foetus es el agente etiolégico de la tricomonosis bovina, si bien también se ha
detectado en gatos y cerdos. La tricomonosis bovina es una enfermedad incluida en la lista Gnica
de enfermedades de declaracion obligatoria de la OMSA y declaracién obligatoria en Espafia de
acuerdo al Real Decreto 526/2014, que afecta negativamente a la fertilidad de los rebafios
generando pérdidas econdmicas en las explotaciones afectadas. En los toros, la tricomonosis
generalmente es una enfermedad venérea asintomatica y persistente capaz de ser transmitida a las
hembras a través de la monta natural y la inseminacion artificial. Por su caracter asintomatico en
los machos, las infecciones por T. foetus facilmente pasan desapercibidas. Debido a la
controversia acerca de los tratamientos de las infecciones por este parasito, la deteccién de T.
foetus para el control de toros infectados es un punto clave para su control dentro de los rebafios

bovinos y la prevencion de su transmision a las hembras.

La deteccion de T. foetus en muestras clinicas se realiza generalmente por microscopia, cultivo o
PCR. Sin embargo, las condiciones de muestreo y transporte pueden afectar a los porcentajes de

deteccion de T. foetus, especialmente cuando se emplean las técnicas diagnosticas de microscopia
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directa o cultivo. Asi, la PCR es la técnica mas cominmente empleada por los laboratorios
diagnosticos. La mayoria de los protocolos de PCR publicados se dirigen sobre la region
gendmica ARNTr-ITS, la cual parece presentar una alta homologia con la secuencia de otros
microorganismos filogenéticamente proximos (como Simplicimonas spp. o Tritrichomonas
mobilensis) pudiendo dar lugar a amplificaciones inespecificas. De hecho, en el presente trabajo
fueron observadas reacciones cruzadas con Simplicimonas spp. por parte de los cebadores TFIT-
F/ITFITS-R (Gookin et al. 2002), lo que unido a lo publicado por otros trabajos (en los que se
emplean otros cebadores) (Frey et al. 2017; Dabrowska et al. 2019a), refuerza la idea acerca de
la potencial inespecificidad de los protocolos de PCR basados sobre la region genémica ARNr-
ITS en algunos escenarios. En la préctica, este hecho se traduce en la aparicion de posibles
resultados falsos positivos, por lo que resulta interesante disponer de dianas genéticas alternativas
para el desarrollo de técnicas PCR que puedan ser empleadas en casos de sospecha de falsos

positivos en las técnicas habitualmente empleadas basadas en la region genémica ARNr-ITS.

La informacion publicada relativa a dianas alternativas de PCR para la deteccion de T. foetus es
muy escasa. De acuerdo con el estudio presentado en el presente capitulo, solo se han descrito
dos dianas genéticas alternativas: i) el microsatélite TfRE, para el que existe publicada una PCR
convencional (Ho et al. 1994), vy ii) el gen que codifica la beta-tubulina 1, sobre el que se ha
disefiado un kit comercial (WOAH 2018) del que se carece de informacién publicada acerca del

protocolo de PCR y secuencias de cebadores y sonda empleados.

En el presente trabajo (Articulo 4) se realizé un estudio comparativo de distintas parejas de
cebadores dirigidos sobre la diana ARNr-ITS con el fin de determinar el protocolo de PCR mas
adecuado para la deteccion de T. foetus sobre lavados prepuciales, asi como su comparacion con
protocolos de PCR dirigidos sobre dianas alternativas donde, como se ha comentado
anteriormente, solo se pudo incluir una técnica PCR dirigida sobre el microsatélite TfRE. Todo
esto da respuesta al OBJETIVO ESPECIFICO 4 de la presente Tesis: Evaluar diferentes
protocolos de PCR publicados en la literatura cientifica para la deteccion de T. foetus en lavados

prepuciales de machos reproductores criados en régimen extensivo asi como disefiar un nuevo
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protocolo de PCR basado en nuevas dianas genéticas alternativas a ARNr-ITS, diana utilizada
por excelencia para este objetivo, con el fin de desarrollar y establecer el protocolo de deteccidn
que mejore el rendimiento diagndstico de esta técnica y para la implementacion de pautas de
actuacion y prevencién méas réapidas y eficaces en los programas de reproduccion de

explotaciones extensivas en bovino.

Debido a la escasez de dianas de PCR alternativas a ARNr-ITS, en el presente estudio también se
disefié una nueva PCR en tiempo real dirigida al gen EF1-alfa-Tf1 (que codifica para el factor de
elongacién 1 alfa 1, implicado en el proceso de traduccion por parte de los ribosomas). Esta diana
ha sido previamente empleada para la deteccion de T. foetus en muestras prepuciales de toros
mediante la técnica LAMP obteniendo buenos resultados en referencia a su sensibilidad (0,5
trofozoitos/mL) y especificidad (al no obtenerse amplificaciones con muestras que contienen
Pentatrichomonas hominis y Tetratrichomonas spp., protozoos comtdnmente confundidos con T.

foetus) (Oyhenart 2018).

En total, el estudio comparativo comprendid cinco protocolos con diferentes parejas de cebadores
dirigidos sobre la regién ARNr-ITS (Gookin et al. 2002, 2005; McMillen y Lew 2006b; Mueller
etal. 2015; Nickel et al. 2002), un protocolo dirigido sobre el microsatélite TfRE (Ho et al. 1994)
y la PCR disefiada en el presente trabajo dirigida sobre el gen EF1-alfa-Tf1 (Polo et al. 2022).
Como técnica de referencia en el estudio se emple6 una de las técnicas de PCR en tiempo real
dirigida sobre la region ARNr-ITS incluida en el presente trabajo. Esta es la técnica denominada
MO06 (McMillen y Lew 2006), indicada como protocolo de PCR adecuado para la deteccién de T.
foetus en muestras prepuciales por la OMSA (WOAH 2018) y empleada como técnica de
referencia previamente (Meggiolaro et al. 2019). En primer lugar, se analizaron la especificidad
y sensibilidad analitica de cada protocolo de PCR incluido en el estudio. Posteriormente, se
determind el rendimiento diagnostico de cada protocolo sobre 466 muestras prepuciales de toros
reproductores criados en régimen extensivo, donde un total de 168 muestras se correspondian con
casos positivos a T. foetus y 298 a casos negativos. Se calculé la concordancia mediante el calculo

del Coeficiente kappa de Cohen (software SPSS, IBM SPSS Statistics 22.0) donde los valores 0,0
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- 0,2 indicaron una concordancia insignificante, 0,2 — 0,4 baja, 0,4 — 0,6 una concordancia
moderada, 0,6 — 0,8 buena concordancia y 0,8 — 1 muy buena concordancia. Asi mismo fueron

calculados los valores predictivo positivo (VPP) y predictivo negativo (VPN).

En cuanto a los protocolos dirigidos a la region genémica ARNr-ITS, los resultados del presente
estudio mostraron una muy buena concordancia para el protocolo M15 (Mueller et al. 2015)
(Coeficiente kappa de Cohen =0.958), y el protocolo G0O5 (Gookin et al. 2005) (Coeficiente kappa
de Cohen = 0,948). Por el contrario, la concordancia con la técnica de referencia fue muy inferior
para el protocolo GO2 (Gookin et al. 2002) (Coeficiente kappa de Cohen = 0,587) con el que se
observaron un 18,6% de amplificaciones inespecificas y que presenté un VPP de 0,6, lo que
sugiere la presencia de falsos positivos presumiblemente debido a reacciones cruzadas con
Simplicimonas spp. Por otra parte, el protocolo NO2 (Nickel et al. 2002) también presentd una
concordancia limitada con el protocolo de referencia (Coeficiente kappa de Cohen = 0,700)
mostrando un VPN de 0,87 (lo que sugiere la presencia de falsos negativos). La ausencia de
estudios diagndsticos que utilicen los sets de cebadores de los protocolos G02 y NO2 dificult6 una
adecuada discusion de los resultados obtenidos en el presente estudio, donde se sugiere que G02
y NO2 no son protocolos adecuados para la deteccién de T. foetus en muestras prepuciales de

toros.

Por Gltimo, la técnica PCR disefiada sobre el gen EF1-alfa-Tf1 fue capaz de detectar 5,75 copias
del genoma de T. foetus sin mostrar amplificaciones inespecificas, donde su rendimiento
diagnostico mostré un alto grado de concordancia con el ensayo de referencia (Coeficiente kappa
de Cohen = 0,967) al igual que la PCR previamente publicada sobre el microsatélite TfRE
(Coeficiente kappa de Cohen = 0,986). Esta Gltima técnica fue capaz de detectar 0,575 copias del
genoma de T. foetus y no presentd reacciones inespecificas en el presente trabajo, si bien este
altimo punto resulta ser controvertido al haberse identificado amplificaciones inespecificas
previamente (Felleisen et al. 1998). Una ventaja del protocolo de PCR en tiempo real disefiado en
el presente trabajo con respecto a la técnica PCR convencional dirigida sobre el microsatélite

TfRE, es el uso de un control interno de PCR para la deteccion de posibles inhibiciones de la
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propia técnica PCR, asi como la rapidez en la obtencion de resultados al tratarse de un protocolo
gue hace uso de una sonda especifica que da los resultados de la PCR en tiempo real. Estos dos
factores son de gran relevancia a la hora de aplicar esta tecnologia en la deteccién de C. fetus en
muestras clinicas como parte del proceso diagndstico de enfermedades reproductivas en ganado

bovino.

Los resultados de este trabajo confirman la HIPOTESIS 5 en lo referente a T. foetus (Las
herramientas moleculares actualmente implementadas en la deteccion de C. fetus y T. foetus
presentan un margen de mejora que repercutird en las medidas de control y manejo de estas
patologias infecciosas en el toro) y la HIPOTESIS 7 [El empleo de protocolos de PCR para la
deteccion de T. foetus en muestras prepuciales de toros reproductores (técnica comunmente
empleada por laboratorios diagndésticos), presenta limitaciones en cuanto a su especificidad
debido a que se basa sobre una region homéloga (ARNr-ITS) en otras especies de Trichomonas
potencialmente presentes en muestras clinicas, lo que se podria traducir en la potencial aparicion
de falsos positivos. Por ello, el disefio de protocolos de PCR sobre dianas genéticas alternativas
como herramienta de confirmacion de infecciones por T. foetus en lavados prepuciales de toro,
supondria una mejora del rendimiento diagnéstico mediante PCR] de la presente memoria de

tesis doctoral.
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Abstract

The parasite 7. foerus causes trichomonosis in cattle but is generally asymptomatic in males. Thus, many bulls carrying the
disease go unnoticed, making the detection of 7. foerus in bulls an important aspect for its control. Due to drawbacks posed by
its cultivation, PCR is a preferred option for diagnostic laboratories, Most published PCR protocols target the genomic region
compring the /85, 5.85, and 285 TRNA genes and intemnal transcribed spacers 1 and 2 (rRNA-ITS region), homologous to
that of other Tritrichomonas species. There is minimal information on alternative genetic targets and no comparative studies
have been published. We compared a protocol based on the microsatellite 7fRE (called H94) and five protocols based on the
rRNA-ITS region (called M06, M15, GO2, GO3, and N02). We also designed and evaluated a novel PCR-based assay on the
EF1-alpha-Tfl gene (called V21). The analytical sensitivity and specificity assays for the PCR protocols were performed
according to the World Organisation for Animal Health (OIE) directives and the comparative study was performed with
a widely used PCR (M06) on clinical samples from 466 breeding bulls. V21 showed a high degree of agreement with our
reference M06 (kappa=0.967), as well as M15 (kappa=0.958), GO5 (kappa=10.948), and H94 (kappa=0.986). Protocols
H94 and V21 appear to be good approaches for confirming clinical cases in preputial bull samples when genomic regions
alternative to rRNA-ITS are required. By contrast, NO2 gave false negatives and GO2 false positives.

Keywords Tritrichomonas foetus - Real-time PCR - EFI-alpha-Tf1 - Bull

Introduction

The protozoan Trifrichomonas foetus is a flagellated path-

Section Editor: Yaoyu Feng ogen that causes trichomonosis in cattle, cats, and pigs

(Dabrowska et al. 2019b). In bulls, trichomonosis is an

asymptomatic and persistent venereal disease, whereas in

cows, it causes cervicitis, endometritis, foetal death during

! VISAVET Health Surveillance Centre, Universidad the first trimester of gestation, a delayed return to estrus, and
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g‘;’:ﬁ""\ SERVET S.L., Calle de la Fragua 3, 28749 Madrid, tion (Givens 2018). In this scenario, the control of T° foefus

in males is crucial for its control within cattle herds. Due to

its relevance in production, bovine trichomonosis is a notifi-
able disease in certain countries.

The detection of T. foefus is generally carried out by
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molecular detection has become one of the most widely
used options in diagnostic laboratories (OIE 2018). The
OIE cited real-time PCR, mentioning the work of McMil-
len and Lew (McMillen and Lew 2006} (here called the
MO6 protocol) as a suitable method for the detection of
T. foetus in clinical samples (OIE 2018). This widely
used PCR assay (Effinger et al. 2014; Dabrowska et al.
2019a; Meggiolaro et al, 2019) is based on the genomic
region comprising the /85, 5.85, and 285 rRNA genes and
internal transcribed spacers 1 and 2 (rfRNA-ITS region),
a multicopy target (Chakrabarti et al, 1992) used for the
design of various published PCR assays (Felleisen et al.
1998; Gookin et al. 2002, 2005; Nickel et al. 2002; McMil-
len and Lew 2006; Mueller et al. 2015; Ginter Summarell
et al. 2018; Dabrowska et al. 2019a), most of them used
for the diagnosis of clinical samples (Koster et al. 2015;
Casteriano et al. 2016; Li et al. 2016; Dabrowska et al.
2020). Despite the value of this diagnostic approach, to
our knowledge, no systematic comparative study of all the
PCR assays for the detection of T foetus has been pub-
lished. In addition, similarities with IRNA-ITS sequences
present in other Trifrichomonas species, such as Tri-
trichomonas mobilensis, have been described, resulting
in potential cross-reactions (Dabrowska et al, 2019a).
Alternative genetic regions have been studied (Reinmann
etal. 2012; §lapeta et al. 2012; Sun et al. 2012) for differ-
ent purposes. Nevertheless, two alternatives PCR targets
for the diagnosis of T. foetus directly in clinical samples,
which may overcome these potential drawbacks, have been
described: (i) TfRE microsatellite-PCR (Ho et al. 1994),
with minimal information (only one reference sequence
in GenBank (AY435432.1) that comes from an unpub-
lished study), and (ii) a commercial kit that targets the
beta-tubulin I gene that lacks published data (OIE 2018).
In this context, it would be useful to explore new molecu-
lar targets for the detection of 7' foerus as a confirmatory
test, for example, in the event of doubtful results. Oyhenart
et al. recently published a novel loop-mediated isothermal
amplification (LAMP) assay targeting the EF1-alpha-Tf1
gene for the detection of T. foefus on bull preputial wash
samples (Oyhenart 2018), This LAMP assay showed high
analytical sensitivity (0.5 trophozoites/mL) and specific-
ity, making this genetic target a valuable alternative for
the confirmation of 7. foerus in clinical samples (Oyhe-
nart 2018). However, no PCR assay for T. foeius detection
directly in clinical samples based on this target has yet
been published.

Here, we aimed to perform a comparative study of all
molecular target-PCR techniques currently published for
the detection of T. foerus to assess their diagnostic perfor-
mance on a cohort of breeding bulls raised in an extensive
regimen. In addition, we propose a new real-time PCR
assay targeting the EFI-alpha-Tf1 gene, developed as an

@ Springer

alternative method for the detection of T! foerus in bull
preputial wash samples.

Materials and methods
Systematic review and selection of PCR protocols

We conducted a systematic bibliographic search in PubMed,
search string: (Tritrichomonas foetus) AND (PCR)); Web of
Science, search string: TS = (Tritrichomonas AND foetus
AND PCR); and Scopus, search string: TITLE-ABS-KEY
(“Tritrichomonas foetus™) AND (“PCR"). Among the papers
found (n=0614), duplicates were removed using EndNote
X8 software and the abstracts were manually screened. All
publications that mentioned the use of a PCR technique for
T' foerus detection (41 publications) were further evaluated
according to the following inclusion criteria: (i) abstracts
must contain information about the T° foetus genetic target,
(ii) primers and probe sequences must be published, (iii)
PCR and thermal cycler conditions must be provided, and
(iv) due to the technological limitations of many diagnos-
tic laboratories, the PCR design should be based on DNA
detection (not RNA due its fragility in field samples) and,
just in case of real-time PCR protocols, use the most com-
mon fluorescent systems (SYBRgreen or Tagman probes)
for T foerus identification, When the same primer set was
used in more than one study, only one was included in the
present study based on the following prioritization criteria:
(i) those that were assessed on clinical samples and/or (ii)
those adapted to real-time protocols, in particular, those
using specific probes. Finally, six published protocols (five
targeting the RNA-ITS genomic region and one TfRE) were
included in the study (Table 1). The locations of the selected
primers within the IRNA-ITS region are shown in Fig. 1.

All PCR protocols were carried out under the conditions
of the original paper with minor changes for their adaptation
to our laboratory (optimal conditions of the Qiagen PCR kits
used: QuantiFast Pathogen PCR, QuantiFast SYBR Green
PCR, and Qiagen Multiplex PCR kits). For real-time PCR,
a probe specific for an internal PCR control was used (pro-
vided by the QuantiFast Pathogen PCR kit}.

Design and optimization of a novel real-time PCR
based on the EF1-alpha-Tf1 gene

The design of an in-house PCR based on the EFI-alpha-
Tfl gene (called V21, Table 1) was carried out using Oligo
{Oligo 7 Primer Analysis Software) and HM217356.1 from
the GeneBank database as the reference sequence. The
specificity of the primers and probe were verified in silico
by blastn using BLAST online software from the NCBI
website (https://www.ncbinlm.nih.gov/). The primers were
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Fig. 1 Primer position of the |

|E| 5.85 IRNA I:E| 285 rRNA |

185 rRNA

PCR protocols used that target
the 185/1TS-1/5.88/1T5-2
genomic region of T foetis.
The reference and amplicon
sequence length is indicated in
base pair (bp). This figure is

M15 (1508 bp - 1846 bp]

MO6 (1665 bp - 1721 bp}
—

GOS5 (459 bp - 1140 bp)

based on Fig. 1 from Felleisen
et al. (1998) publication

473bp 650bp 827bp
| |

synthesized by Eurofins Genomics (Eurofins Genomics,
GmbH) and the probe by ThermoFisher (Applied Biosys-
tems, UK). The primer/probe sequences and PCR conditions
are shown in Table 1. The QuantiFast Pathogen PCR kit
(Qiagen, Germany) and an internal PCR control provided
in the kit were used to verify the lack of PCR inhibition.

Analytical sensitivity and specificity tests

Conventional PCR protocols were performed using C1000
and T100 thermocyclers (Bio-Rad, USA) and the PCR prod-
uct detected following gel electrophoresis. For all conven-
tional PCR assays, electrophoresis was performed in 2% aga-
rose gels (Biotools MB agarose) at 70 mV and 400 mA for
55 min. Real-time PCR assays were performed in a CFX96
thermocycler (Bio-Rad, USA) using specific conditions
(Table 1).

The validation data from the original studies (and subse-
quent studies), which assessed the specificity of each PCR
assay, were taken into account for the analytical specificity
test (Gookin et al. 2002, 2005; Nickel et al. 2002; McMil-
len and Lew 2006; Effinger et al. 2014; Mueller et al. 2015;
Ginter Summarell et al. 2018; Dabrowska et al. 2019a;
Meggiolaro et al. 2019). In addition, information about the
specificity of the genetic target on which the novel PCR pro-
tocol was based was considered (Oyhenart 2018). A panel of
pathogens (field or reference strains) associated with bovine
infertility or potentially present in preputial samples was also
included (one strain/species). The field isolates were part of
the VISAVET-UCM collection (Universidad Complutense
de Madrid, Spain) and type strains came from the ATCC
collection: Arcobacter butzleri, Escherichia coli, Aeromonas
hydrophila, Brucella abortus, Toxoplasma gondii, Salmo-
nella enterica, Yersinia enterocolitica, Coxiella burnetii,
Chlamydia abortus, Tritrichomonas foetus (ATCC-30232
TM reference) Campylobacter jejuni, Campylobacter coli,
Campylobacter lanienae, Campylobacter sputorum, Campy-
obacter fetus, C. fetus subsp. venerealis, C. fefus subsp. fetus

602 (1509 bp - 1716 bp}
—

NO2 {1508bp -1718bp}
—

1358bp 1535bp 1712bp 1895bp

1004bp 1181bp
S 1

as foetus isolate NCSU Tfs-1. GeneBank AF466749.1

(ATCC-27374 TM reference}, and C. fetus subsp. festudinum
(ATCC-BAA-2539 TM reference).

The ATCC-30232 strain was used as a control for the
analytical sensitivity test of each evaluated PCR. The analy-
sis was performed according to the OIE instructions (OIE
2019). The limit of detection (LOD) and corresponding
confidence interval (CI) was calculated for each selected
protocol using a battery of serial tenfold dilutions (triplicate
test for real-time PCR and duplicate test for conventional
PCR]) starting from 1 ng of DNA/reaction (corresponding to
approximately 5750 copies of the T foerus genome (Benchi-
mol et al. 2017)). The DNA concentration was adjusted
using a High Sensitivity DNA Quantitation Kit (Invitrogen,
USA) and a Qubit 4 Fluorometer device (Invitrogen, USA).
For real-time protocols, the cut-off was established based on
the arithmetic mean value of the C; of the 20 replicates from
the LOD test in which the highest dilution of the LOD had a
CI>95% (OIE 2019). For conventional protocols, the LOD
and CTI were established according to the visual detection of
bands in the agarose gel.

Preputial washes and DNA extraction

A selection of 460 samples recovered for routine diagno-
sis from breeding bulls raised in extensive regimens was
included. Samples were selected based on previous molecu-
lar results using an in-house PCR designed by Genetics PCR
Solutions (GPS, Spain). The samples consisted of 15 mL of
preputial washes in PBS, which were centrifuged at 1512x g
for 10 min and stored at — 80 °C until analysis. Nucleic-acid
extraction was performed using the QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Germany), with slight modifications: a cellular
lysis buffer (20 mM Tris—C1 (pH 8), 2 mM sodium EDTA,
1.2% Triton X-100, and 20 mg/mL lysozyme in a 360 pL
final volume) was first added to the sample pellets and the
mixture incubated at 37 °C for 1 h. The DNA extraction
was subsequently performed according to the manufacturer’s
instructions.
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Clinical diagnosis classification of the results

In the current study, we used the M06 PCR protocol
(McMillen and Lew 20006) as the reference assay, as pre-
viously reported (Meggiolaro et al. 2019). We considered
non-specific results to be those for which T foerus-positive
results were obtained with only one PCR protocol (and nega-
tive with M06). The internal PCR control included in this
protocol allowed us to verify the lack of inhibition.

The concordance between the results of each protocol and
those of the M6 protocol was estimated with Cohen’s kappa
coefficient using SPSS software (IBM SPSS Statistics 22.0)
according to the following interpretation: 0.0-0.2: insignifi-
cant, 0.2-0.4: low, 0.4-0.6: moderate, 0.6-0.8: good, and
0.8—1.0: very good. The percentage of agreement of positive
and negative samples of each protocol with the reference was
calculated, along with the positive predictive value (PPV)
and negative predictive value (NPV).

Results

In vitro analysis: analytical sensitivity and specificity
tests

The analytical specificity test revealed no amplification with
any control isolated strain for any PCR protocol (includ-
ing the in-house V21 protocol), being only positive for the
T. foerus isolate (ATCC-30232). The LOD (CI>95%) of
the M0O6, M15, GO2, GO5, and H94 PCR protocols was
1.107* ng of DNA/reaction (approximately 0.575 T. foerus

genome copies), whereas the NO2 protocol had a LOD
(CI295%) of 1,107 ng of DNA/reaction (approximately
5.75T. foetus genome copies). Further results related to the
LOD of each PCR protocol are included in Table 2. After
the analytical sensitivity assay, we established a cut-off for
real-time protocols. The cut-off for the MO6 protocol (here
the reference assay) was a Cr <34 and that for the M15 pro-
tocol a Cp <32,

Comparative study on field samples

A summary of the results on the field samples is shown in
Table 2. The panel of included field samples was composed
of 168 positive samples and 298 negative samples, The
percentage of agreement among the PCR protocols target-
ing the IRNA-ITS region was variable, The results of M15
and G035 showed high agreement with those of M06 (95.8%
and 94.6%, respectively, for positive samples and 99.3% for
negative samples). The concordance of the results obtained
with M15 with those of M06 was very good according to
Cohen’s kappa value (0.958), and the PPV and NPV were
0.98 (Table 2). Similarly, Cohen’s kappa value for G035 was
0.948, with a PPV of 1 and a NPV of 0.97 (Table 2). Proto-
cols GO2 and NO2 showed poorer results. The Cohen’s kappa
value for the GO2 protocol was 0.587 (moderate concord-
ance), with 70.1% agreement for negative samples and a
PPV of 0.64, whereas Cohen’s kappa value for the NO2 pro-
tocol was 0.700 (good concordance), with 74.4% agreement
for positive samples and a NPV of (.87 (Table 2). The per-
centage of non-specific results for the rRNA-ITS—PCR pro-
tocols also varied; for the M15 protocol, only 2 of 466 total

Table2 Agreement results of the selected PCR protocols with respect to the M06 protocol results and percentage of non-specificities

PCR Concordance of Concordance of PPV NPV Non-specific

LOD (ng/pL) Cohen's kappa Genetic target Reference

positives negatives results

MO06 Ref.* Ref.* Ref.* Ref.* 0/466(0%) 4.107° Ref.* rRNA-ITS McMillen and
Lew 2006

MI15 161/168 (95.8%) 296/298 (99.3%) 0.98 0.98 2/466(0.4%) 5.107° 0.958 TRNA-ITS Mueller et al.
2015

GO2  160/168 (95.2%) 209/298 (70.1%) 0.64 0.96 87/466 (18.6%) 4.107° 0.587 TRNA-ITS Gookin etal. 2002

GO5  159/168 (94.6%) 296/298 (99.3%) 1 0.97  0/466 (0%) 4,107 0.948 rRNA-ITS Gookin et al. 2005

NO2 125/168 (74.4%) 295/298 (98.9%) 0.99 0.87 1466 (0.2%) 4.107° 0.700 rRNA-ITS Nickel et al. 2002

H94  166/168 (98.8%) 296/298 (99.3%) 1 0,99 0466 (0%) 4107 0.986 TRE Hoetal 1994

V21 161/168 (95.8%) 298/298 (100%) 1 0.98 0466 (0%) 4.107° 0.967 EFI-alpha-Tfl Current study

See Table 1 to know all PCR references. From left to right in the header row is indicated: The PCR protocol (PCR); the agreement of positives
samples with M06 (Concordance of positives) and the concordance of negatives where 168 are positive samples and 298 negative samples for
MO06 protocol; the positive predictive value (PPV) and the negative predictive value (NPV); the non-specific results (are those samples negative
to the reference protocol and positive only by one of the others) where 466 are the total samples; the limit of detection (LOD) with a confidence
interval > 95%; the Cohen’s kappa value; the genetic target where it is indicate the genomic region that comprises the 185, 5.85, and 255 rRNA
genes and the internal transcribed spacer 1 and 2 (fRNA-ITS), TfRE microsatellite, and EFI-alpha-Tfl gene; and the reference of the original

work
“The method used as reference (Ref.) was the MO6 protocol
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samples (0.4%) were falsely positive, 87 of 466 (18.6%) for
the GO2 protocol, and 1 of 466 (0.2%) for the NO2 protocol.

The H94 protocol based on the microsatellite TfRE of T.
foerus showed a Cohen’s kappa coefficient of 0.986 (very
good concordance), with high agreement with the M06
protocol for positive and negative samples: PPV =1 and
NPV =0.99 (Table 2).

In-house PCR protocol based on the EF1-alpha-Tf1
gene

The analytical sensitivity test showed a LOD (CI > 95%) of
1.107° ng of DNA/reaction (approximately 5.75 T. foetus
genome copies) and the cut-off was established at a C3 <40,
In terms of the performance of V21 on field samples, this
PCR assay showed a Cohen’s kappa value of 0.967 (very
good concordance), with 95.8% concordance for positive
samples and 100% for negative samples with our refer-
ence PCR (MO6 protocol) and a PPV of 1 and NPV of 0.98
(Table 2). These results are in accordance with the analyti-
cal specificity results of the V21 protocol, which showed no
amplification with the isolates included in the specificity test
(except T. foerus isolates, Table 2).

Discussion

T. foetus is the etiological agent of trichomonosis, which is
generally an asymptomatic and persistent venereal disease
in bulls, whereas it can cause a number of reproductive dis-
orders in cows (Michi et al, 2016). In addition, this parasite
can be transmitted through natural breeding and artificial
insemination (Givens 2018). In this scenario, the detection
of T foerus in males is an essential step for the control of
trichomonosis. The OIE thus established real-time PCR as
a recommended technique for the detection of T foerus in
clinical samples (OIE 2018). The OIE guidelines of tricho-
monosis diagnosis include the PCR protocol of McMillen
and Lew (McMillen and Lew 2006) as a suitable assay for T.
foetus identification in clinical samples. Here, we used this
protocol (called MOG) as the reference method (as previously
considered by Meggiolaro et al. 2019) to compare five differ-
ent PCR protocols currently available for T foetus detection
(Table 1). This is the first report of a systematic comparison
of PCR techniques available for 7. foerus detection directly
on bull preputial samples, Five protocols based on TRNA-
ITS were selected (Table 1): (1) M0O6 (McMillen and Lew
2006) (the reference assay in our study), (2) M15 (Mueller
etal. 2015), (3) GO2 (Gookin et al. 2002), (4) GO3 (Gookin
et al. 2003), and (5) NO2 (Nickel et al. 2002). This genomic
region is a multicopy target (Chakrabarti et al. 1992) that
appears to be highly similar in other Tritrichomonas species,
such as Tritrichomonas mobilensis, resulting in potential

cross-reactions, as previously reported for primers TFR3/
TFR4 (M135 protocol} (Dabrowska et al. 2019a).

Although T0 mebilensis has only been described in the
intestine of Saimiri sciureus and Saimiri boliviensis squir-
rel monkeys (Scimeca et al. 1989) to date, potential target
homology suggests a potential cross-reaction with other Tri-
trichomonas spp., which could pose a problem in the analy-
sis of field samples. According to our results, GO2 (TFIT-F/
TFITS-R set primers) showed cross-reactions with Simplici-
monas spp. by in silico analysis of sequences from PCR
amplicons sequencing (data not shown). In a previous work
by Frey et al. (2017), similar cross-reactions were noted in
vaginal swabs of cows and heifers with other set of primers
and probes. This data reinforces the idea that PCR protocols
based on TRNA-ITS region may provide false positives (Frey
et al, 2017; Dabrowska et al, 2019a), Thus, PCR techniques
based on alternative targets could become a useful approach
to detect T. foerus as a confirmatory test.

In terms of alternative genetic targets for the detection
of T. foetus directly on clinical samples, one PCR protocol
based on the microsatellite TfRE is available: H94 (Ho et al.
1994). This protocol was designed based on a barely studied
repetitive region of the T foetus genome, with a single avail-
able reference sequence in GenBank (AY435432.1). Finally,
according to the OIE (2018), a commercial PCR kit targeting
the beta-mbulin 1 gene is also available. However, the infor-
mation to perform the assay is not published, which is why
it was not included in our comparative study. As a conse-
quence, the number of alternatives to rRNA-ITS-based PCR
protocols is very limited. Recently, a LAMP technique tar-
geting the EF/-alpha-Tfl gene showed very good results for
T foetus identification in bull preputial samples, being able
to detect 0.5 trophozoites/mlL (Oyhenart 2018). However, no
PCR protocol based on this target has been published. We
therefore propose a novel real-time PCR assay (here called
the V21 protocol) targeting the EFI-alpha-Tfl gene as an
alternative target for the confirmation of the presence of T.
foerus in preputial samples (Table 1),

In terms of the protocols targeting the IRNA-ITS genomic
region, our results from the comparative study showed very
good concordance for the M15 protocol, for which Cohen’s
kappa value was 0.958, and the GO3 protocol, for which
Cohen’s kappa value was 0.948 (Table 2). The M15 protocol is
areal-time adaptation (Mueller et al. 2015) of the conventional
PCR protocol from the study of Felleisen et al. (Felleisen et al.
1998), Thus, their primers TFR3/TFR4 (Table 1) have been
evaluated and used by several studies for 7. foerus identifica-
tion (Casteriano et al. 2016; Dabrowska et al. 2019a), with
satisfactory results. On the contrary, it is difficult to find pub-
lications that have used the primer pair 499F/1140R (protocol
GO3, Table 1) (Tolbert et al. 2012). However, we found the
diagnostic performance of the GO3 protocol to be very similar
to that of the M15 and MO6 protocols. Thus, the GO3 protocol

@ Springer



1732

Resultados

Parasitology Research (2022) 121:1725-1733

appears to be relatively good for the detection of 7. foerus in
bull preputial wash samples.

On the other hand, Cohen’s kappa value for the GO2
protocol was 0.387 (PPV =0.6), with 18.6% non-specific
results. These results suggest the presence of a high number
of false positives, whereas for the NO2 protocol, Cohen’s
kappa value was 0.700, with a NPV of 0.87, suggesting the
presence of false negatives (Table 2). Our results differ from
those of the original publications of both protocols (Gookin
et al. 2002; Nickel et al. 2002). The absence of additional
diagnostic studies using these protocols hampers a proper
discussion of this point. Nevertheless, according our results,
GO2 PCR is a limited technique for the identification of 7.
feerus directly on clinical samples (PPV =0.64, Table 2),
Further studies will be needed to confirm the diagnostic per-
formance of the GO2 and NO2 protocols.

The HY94 protocol, based on the microsatellite TfRE,
showed a Cohen's kappa coefficient of 0.986, with no
observed non-specific amplification (Table 2), contradict-
ing the results cited in the study of Felleisen et al. (Felleisen
et al. 1998). Nevertheless, our results are similar to those of
the study of Ho et al. (Ho et al. 1994) and Riley et al. (Riley
et al. 1995), in which the use of the primer pair TF1/TF2
appeared to provide high performance for the detection of 7.
Joetus. Our study shows that the diagnostic performance of
the H94 protocol on field samples appears to be good, with
a PPV of 1 and NPV of 0.99.

Finally, Cohen’s kappa coefficient for the in-house V21
protocol (based on the EF1-alpha-Tfi gene) was 0.967 (with
aPPV of 1 and NPV of 0.98), and there was no non-specific
amplification, as for the H94 protocol (Table 2). Thus, V21
protocol seems to be highly specific compared with other
PCR designs based on rIRNA-ITS genomic region (Table 2}
(Frey et al. 2017; Dabrowska et al. 2019a). Nevertheless, the
LOD of the V21 protocol should be considered, as it was an
order of magnitude lower than that of M06 (the reference
protocol), detecting approximately 5.75 T. foerus genome
copies per reaction. Based on our results, the use of the H94
and V21 protocols appears to be a good approach for the
confirmation of clinical cases when alternative genomic
regions to IRNA-ITS are required. An important aspect of
the V21 protocol relative to the H94 protocol, for T foetus
detection on clinical samples, is the use of an internal PCR
control to detect inhibition, the absence of non-specificities,
and the rapid obtention of results, as it is a real-time PCR
assay with a specific probe,

Conclusions
Published PCR protocols based on the TRNA-ITS region

showed a high degree of agreement (M15 and G03) with the
reference protocol (M06) to identify T. foerus in preputial

@ Springer

bull samples. However, the rRNA-ITS genomic region
appears to be highly similar in phylogenetically close spe-
cies, which may translate into potential cross-reactions.
Thus, protocols based on alternative molecular targets may
be useful. The H94 protocol based on the microsatellite
TfRE (AY435432.1 GeneBank) showed excellent concord-
ance with the reference protocol (Cohen'’s kappa coefficient
of 0.986), with no non-specific amplification detected. Our
study shows the diagnostic performance of H94 in preputial
bull samples to be good, capable of detecting approximately
0.575 copies of T. foetus genome per PCR reaction,

Our in-house V21 protocol based on the EFI-alpha-Tf1
gene also showed very high concordance with the refer-
ence protocol (Cohen’s kappa coefficient of 0.967), with no
non-specific amplification, to detect 5.75 copies of T. foetus
genome per PCR reaction, Both the H94 and V21 protocols
show promise for confirming clinical cases of T foerus when
another molecular target is required. An advantage of the
V21 over the H94 protocol, for 7° foerus detection on clini-
cal samples, is the use of an internal PCR control to detect
inhibition and the speed to obtain results as it is a specific
probe real-time PCR.
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4.4 Time, temperature, and media: the three keys to improve the recovery of Campylobacter fetus

subsp. venerealis from preputial bull samples.

Autores: Polo, C., Garcia-Seco, T., Fernandez, V., Briones, V., Diez-Guerrier, A., Dominguez,
L., Pérez-Sancho, M.

Titulo: Time, temperature, and media: the three keys to improve the recovery of Campylobacter
fetus subsp. venerealis from preputial bull samples.

Revista: en proceso de revision.

Como se ha mencionado a lo largo de la presente memoria de tesis doctoral, uno de los
microorganismos mas destacados por su importancia en infertilidad bovina es C. fetus. La
subespecie Cfv (para la cual se han descrito algunos casos de infeccion en humanos) es la causa
etioldgica de la CGB. Como se ha indicado con anterioridad, los toros infectados por C. fetus
resultan ser asintomaticos, lo que facilita que las infecciones por Cfv pasen desapercibidas. Por
ello, la deteccion de toros infectados resulta ser una medida preventiva fundamental para

minimizar el impacto negativo de la CGB en los rebafios.

La técnica de referencia para el diagnéstico de CGB en toros sigue siendo actualmente el cultivo
(WOAH 2021), que permite el aislamiento de Cfv (y en general, de C. fetus) a partir de muestras
clinicas, lo que la convierte en una técnica esencial para el desarrollo de autovacunas como
herramienta de emergencia en el control de C. fetus, la caracterizacion de cepas para llevar a cabo
estudios epidemiolégicos, determinacién del perfil de resistencia a antibioticos, de factores de

virulencia, etc.

Debido al bajo rendimiento diagnostico que tiene a menudo el cultivo de C. fetus, asociado a
factores como la susceptibilidad de C. fetus a las fluctuaciones de las condiciones atmosféricas y

la temperatura durante el transporte y conservacion de las muestras (Lander 1990a; Koya 2016),
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su susceptibilidad a sufrir la rotura de su pared debido al empleo de asas de Digralsky durante su
siembra en placa (Hedderich et al. 2011), y a que es facilmente superada en su crecimiento durante
el cultivo por bacterias comensales presentes naturalmente en la muestra (Chaban et al. 2013), es
una técnica diagnostica cuya implementacién puede ser complicada en la mayoria de los
laboratorios diagnosticos. Es por ello, que este capitulo comprende un estudio en el que se realiza
la adaptacién y comparacion de diferentes protocolos de cultivo con objeto de maximizar la
recuperacion y aislamiento de Cfv a partir de muestras prepuciales de toros reproductores criados
en régimen extensivo. Asi, este estudio da respuesta al OBJETIVO ESPECIFICO 5 propuesto en
la presente memoria de tesis doctoral: Evaluar diferentes protocolos de cultivo publicados en la
literatura cientifica para el aislamiento de Cfv a partir de lavados prepuciales de machos
reproductores criados en régimen extensivo con el fin de desarrollar y establecer el protocolo de
aislamiento que mejore el rendimiento diagndstico de esta técnica, y en consecuencia, permita la
implementacién de pautas de actuacion y prevencion mas rapidas y eficaces en los programas de
reproduccion de explotaciones extensivas en bovino asi como el estudio de Cfv en toros

reproductores (estudios de resistencias antibiéticas, epidemiologia molecular, etc.).

El estudio presentado en este capitulo, correspondiente al Articulo 5, que actualmente se

encuentra en proceso de revision.

Como se ha mencionado previamente, el objetivo del presente trabajo fue disefiar un protocolo de
cultivo comprendiendo desde desde la toma de la muestra hasta el aislamiento de C. fetus subsp.
venerealis que mejore la sensibilidad diagnostica del cultivo. Se evaluaron diferentes
combinaciones de TEM (Lander, Weibridge, Thomann, Stuart y PBS), medios de
enriquecimiento (Preston, Bolton y Brucella) y medios de cultivo [Agar sangre (SBA), Preston y
Skirrow], llevando a cabo la contaminacion artificial de los distintos medios (asi como de las
muestras clinicas) mediante un aislado de C. fetus subsp. venerealis (cepa 1CM18/00036),

procedente de una muestra prepucial de un toro criado en régimen extensivo.
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4.4.1. Evaluacion de la capacidad de recuperacion de Cfv dependiendo de los medios de
transporte, enriguecimiento y cultivo empleados

Los medios de transporte fueron inoculados con C. fetus subsp. Venerealis para conseguir una
concentracion final aproximada de 3 x 10* UFC/mL y se almacenaron a temperatura ambiente
(21+2°C) y refrigeracion (4°C), durante 24h y 48h. Los resultados obtenidos se muestran en la la
Figura 6. La viabilidad de Cfv en la incubacion de 48h fue précticamente nula con todos los
medios evaluados, por lo que los resultados no fueron incluidos en el estudio, asumiéndose que

en ningln caso puede conservarse una muestra de lavado prepucial méas de 24h para el aislamiento

de C. fetus.
LUFC .
150 - *3

Bl 12hRF + 12h RT
ES 12nRT+12nRF

ES 24nrF
E3 24nRT

Figura 6. Estudio comparativo de medios de transporte. El nimero de UFC tras el almacenamiento de los
medios de transporte durante 24h (y posteriormente cultivado en medio Skirrow) se muestra en el eje “Y”.
Las cajas indican el 50% de la parte central de la distribucién por cuartiles, las lineas verticals indican el
1,5 superior del rango intercuartilico, y los puntos negros indican medidas fuera de rango. Las lineas
horizontals dentro de las cajas indican la mediana y los puntos blancos la media. Las condiciones de tiempo
y temperature evaluadas se indicant en la leyenda: refrigeracion (RF, 4°C) durante 12h seguido de 12h a
temperature ambuente (RT, 21°C+2°C) (12h RF + 12h RT), 12h a temperature ambiente seguido de 12h en
refrigeracion (12h RT + 12h RF), refrigeracion durante 24h (24h RF), y 24h a temperatura ambiente (24h

RT).
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Los resultados obtenidos indicaron que el medio Lander fue el que mejor preservoé la viabilidad
de Cfv a lo largo de 24h a 21 + 2°C [media de UFC = 333, rango intercuaritlico (RIQ = 24,4-
63,75], seguido del medio Lander almacenado también 24h a 21 + 2°C (mediana UFC = 29, RIQ
= 24,75-51,5). Los recuentos de UFC mas altos con el medio Stuart (mediana UFC = 12, RIQ =
9,75-29,75) también se obtuvieron en esas mismas condiciones, si bien para el medio Weybridge
los mayores recuentos (mediana UFC =9, RIQ = 6,75-18,75) se observaron tras 24 h a 4°C. Cabe
citar que todas las placas sembradas a partir de medio Lander mostraron crecimiento del al menos
una colonia de Cfv, independientemente de las condiciones de tiempo y temperatura en las que
se hubiera conservado el medio experimentalmente contaminado. Esto mismo se observé también
en el medio Stuart, pero Unicamente a partir de las condiciones de conservacion de 24h a 21 +
2°C y del2h a 21 + 2°C + 12h a 4°C. Los recuentos de UFCs a partir del medio Thomann
estuvieron por debajo de 30 en todas las combinaciones de tiempo y temperatura evaluados.
Actualmente en la préctica, muchos de los lavados prepuciales que son enviados a laboratorios
diagnosticos, lo hacen en PBS. No obstante, de acuerdo con los resultados obtenidos en el presente
estudio, el medio PBS rara vez permiti6 la recuperacion de colonias, siendo un medio inadecuado
para el transporte de las muestras desde su toma hasta su procesamiento en el laboratorio,

afectando de forma negativa la sensibilidad del cultivo.

Todas estas observaciones fueron respaldadas por los resultados del modelo de Poisson, que puso
de manifiesto que tanto el medio de transporte como las condiciones de tiempo y temperatura de
consesrvacion estaban significativamente asociadas con el recuento de UFC, siendo la
conservacion a temperatura ambiente durante 24h la opcién que ofrecia el mayor nimero de UFC

previsto (Tabla 6).

Tabla 6. Coeficientes y OR (Odd ratio) del modelo de Poisson usadopara establecer la relacion entre UFC
observadas en el medio Skirrow dependiendo del medio de transporte y combinacién de tiempo y
temperature [12RF12RT: refrigeracion durante 12h (4°C) seguido de 12h a temperatura ambiente
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(21°C+£2°C), 12RT12RF: 12h a temperatura ambiente seguido de 12h en refrigeracion, 24RF: refrigeracion
durante 24h y 24h a temperatura ambiente]. La referencia empleada en el modelo fue: PBS y 24RT.

Medio Tiempo Valor estimado  Error estandar OR 95% CI (intervalo
de transporte y temperatura de confianza)
1.159 0.140
Lander 12RF12RT 2.050 0.149 7.76  5.86-10.51
Lander 12RT12RF 2.027 0.149 759  5.73-10.28
Lander 24RF 2.745 0.144 1557  11.86-20.92
Lander 24RT 2.940 0.144 18.92  14.44-25.39
Stuart 12RF12RT 0.345 0.218 141 092-2.16
Stuart 12RT12RF 1.629 0.165 510  3.71-7.11
Stuart 24RF 0.258 0.223 129  0.83-1.99
Stuart 24RT 2.225 0.154 9.25  6.9-12.66
Weybridge  12RF12RT 0.000 0.198 1.00  0.68-1.48
Weybridge  1oRrT12RF 0.331 0.184 1.39 0.97-2
Weybridge  o4RF 1.674 0.153 533  3.99-7.27
Weybridge  p4RT 0.546 0.176 1.73 1.23-2.45
Thomann 12RF12RT -0.376 0.219 0.69 0.44-1.05
Thomann 12RT12RF -0.321 0.216 073  047-11
Thomann 24RF 0.601 0.174 182  13-258
Thomann 24RT 0.653 0.173 192 138271
PBS 12RF12RT -1.099 0.280 033  0.19-0.56
PBS 12RT12RF -1.224 0.294 029  0.16-0.51
PBS 24RF -1.986 0.403 014  0.06-0.28

Los resultados obtenidos con el experimento 2, dirigido a la evaluacion de los medios y

condiciones de enriquecimiento y cultivo, se muestran en la Figura 7. Tras el cultivo de los medios

de enriguecimiento a 37°C durante 48h, la recuperacién de colonias de Cfv fue posible en el 100%

de las repeticiones del experimento con el medio Preston, observandose un nimero incontable de

colonias (>300 UFC) en los tres medios de cultivo en placa: SBA, Preston y Skirrow. Con

respecto al medio de enriquecimiento Brucella, se observo un recuento de UFC significativamente

superior cuando el cultivo se realiz6 en medio SBA (mediana UFC = 220; RIQ = 203,25-236,75)

comparado con el medio de cultivo Skirrow [mediana UFC = 86,5; RIQ = 75,25-118, Odds ratio

(OR) del modelo de Poisson = 0,46; intervalo de confianza del 95% (IC 95%) = 0,42-,51) y con

el medio de cultivo Preston (mediana UFC = 84,5; RIQ = 83-90,5; OR = 0,39, IC 95% = 0,35-
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0,43). El medio Bolton (y el PBS), por su parte, no permitio la recuperacion de colonias en

ninguno de los medios de cultivo empelados.
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Figura 7. EI nimero de UFC se muestra en el eje “Y”. Las cajas indican el 50% de la parte central de la
distribucion por cuartiles, las lineas verticals indican el 1,5 superior del rango intercuartilico, y los puntos
negros indican medidas fuera de rango. Las lineas horizontals dentro de las cajas indican la mediana y los
puntos blancos la media. En la leyenda se indican los medios de cultivo (Preston, agar sangre como SBA,
y Skirrow) donde se realizé el recuento de UFC. A) Resultados del recuento en placa de los medios de
enriguecimiento previamente inoculados con Cfv (experimento 2). En el eje “X” se indica en medio de
enriquecimiento (Bolton, Brucella and Preston. PBS as negative control). B) Resultados del recuento en
placa del ensayo diagnéstico llevado a cabo con muestras prepuciales inoculadas con Cfv usando Lander
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como medio de transporte y Preston como medio de enriquecimiento (experimento 3). Las condiciones de
cultivo indicadas en el eje “X” son: 37°C 0 42°C sin filtracion de la muestra previo al cultivo en placa, o

con el uso de filtros de 0.65um o 0.45um de diametro de poro.

Con base en los resultados obtenidos, el protocolo que maximizaria la recuperacion de Cfv
implicaria el uso del medio Lander como medio de transporte, manteniendo las muestras a una
temperatura constante de 21+2 °C durante no mas de 24h hasta su procesamiento en el laboratorio,

empleando el medio de enriquecimiento Preston cultivado a 37°C durante 48h.

4.4.2. Evaluacidn del rendimiento diagnostico del medio de transporte y enriguecimiento

seleccionados con muestras de lavados prepuciales de toros

El rendimiento diagndstico fue evaluado mediante el uso de muestras de lavados prepuciales
procedentes de toros negativos a C. fetus, experimentalmente contaminadas con Cfv. Dea acuerdo
a los resultados obtenidos en la anterior seccion (experimentos 1 y 2), el medio de transporte
seleccionado para este ensayo fue el Lander, y el medio de enriquecimiento, el Preston. Dado que
los resultados obtenidos en el experimento 2 basados en el uso del Preston como medio de
enriquecimiento no permiteron determinar el mejor medio de cultivo sélido a emplear (SBA,
Preston y Skirrow) dado el elevado crecimiento de Cfv en todos ellos, los tres medios sélidos
fueron empleados en el primer grupo de muestras de lavados prepuciales analizadas (grupo 1).
Adicionalmente al empleo de medios de cultivo selectivos (Preston y Skirrow), y con el fin de
minimizar la cantidad de microorganismos contaminantes potencialmente presentes en las
muestras prepuciales (p.ej. Proteus spp. and Pseudomonas spp.), las muestras fueron: i)
sembradas en paralelo con y sin filtracion pasiva previa (usando filtros de 0,65 um y 0,45 um de
tamafio de poro) y ii) incubadas no solo a 37°C sino también a 42°C, con el fin de disminuir la

cantidad de contaminantes incapaces de crecer adecuadamente a temperaturas elevadas filtradas.
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Los resultados obtenidos se resumen en la Figura 6 y 7 y la Tabla 7. Los mejores resultados en
términos de recuperacion de Cfv se obtuvieron cuando no se realizaba filtracién de la muestra
previa a la siembra y las placas se incubaban a 37°C. Asimismo, la odds de recuperar Cfv fue
significativamente inferior (p<0,001) cuando las placas se incubaban a 42°C y se empleaban
filtros [aunque cabe citar que se observaron resultados de recuperacion de Cfv significativamente
mejores (p<0,001) usando filtros de 0,65 pum de tamafio de poro en comparacion con el empleo
de filtros de 0,45 um]. Sin embargo, no se observé asociacion entre el medio de cultivo y el
resultado cuando el efecto del uso de los filtros y la temperatura de incubacion fueron tenidos en
cuenta en el modelo de regresion logistica. En lo que respecta al crecimiento de microorganismos
distintos a Cfv (contaminantes), el uso del medio no selectivo SBA sin empleo de filtros previos
al cultivo fue la combinacion que di6 lugar a la aparicion de un mayor porcentaje de placas
contaminadas en comparacién con los medios Skirrow y Preston y con el empleo de filtros, tanto
de de 0,65 pm como, especialmente, de 0,45 um, mientras que el efecto de la temperatura (37°C

vs. 42°C) presentd un impacto mas limitado en los resultados (Tabla 6).

Tabla 7. Resultados del ensayo diagnostico llevado a cabo con muestras prepuciales de toros enriquecidas
con Cfv usando como medio de transporte Lander y preston como medio de enriquecimiento. Se muestra
el porcentaje de C. fetus subsp. venerealis recuperado (% de UFC recuperado) y el percentage de platos
contaminados (% de contaminantes) del grupo 1 de muestras (n=12) y grupo 2 (n=20) en Preston, agar
sangre (SBA) y Skirrow bajo diferentes condiciones de cultivo: a 37°C 0 42°C sin el empleo de filtros (Sin
filtro) o con el uso de filtros de 0.65 um o 0.45 um. NA: condiciones no analizadas. Cada cultivo fue

realizado por dupicado (cada muestra fue cultivada dos veces en paralelo).

Sin filtro 0.65um 0.45um

37°C 100 100 20.8
% de UFC recuperado 42°C 100 29.2 0
% Preston
T 37°C 125 125 4.2
. .

,8-. % de contaminantes 42°C 4.2 0 0

>

(.

z a7°C 100 87.5 16.6
SBA % de UFC recuperado 42°C 100 45.8 8.3
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) 37°C 58.3 375 0
% de contaminantes 42°C 54.2 25 0
37°C 100 95.8 16.6
% de UFC recuperado 42°C 75 25 0
Skirrow
) 37°C 16.6 8.3 0
% de contaminantes 42°C 8.3 8.3 0
Sin filtro 0.65um
37°C 85 90
% de UFC recuperado 42°C 725 NA
Preston
37°C 35 12,5
o .
S % de contaminantes 42°C 30 NA
L
N
o
S
) 37°C 85 82.5
% de UFC recuperado 42°C 70 NA
Skirrow
) 37°C 42.5 17.5
% de contaminantes 42°C 30 NA

Los resultados de los analisis de las muestras del Grupo 2 del experimento 3, procesadas a 37 °C
0 42 °C con o sin filtracion pasiva previa empleando filtros de 0,65 um de didmetro de poro
usando Unicamente medios de cultivo selectivos (Skirrow y Preston), se resumen en la Figura 7B
y Tabla 7. Teniendo en cuenta los resultados del grupo 1 de muestras, no se incluyé en el anlisis
el uso de filtros de 0,45 um debido a su impacto negativo en la capacidad de recuperacion de Cfv.
Lo resultados pusieron de manifiesto que existita una probabilidad de recuperacion de Cfv
significativamente mas alta (p<0,001) cuando las placas se incubaban a 37°C (OR = 2; IC 95%
1,06-5,14), mientras que el uso o no de filtros de didmetro de poro de 0,65 um junto con el uso
de medios de cultivo selectivos no present6 un impacto estadististicamente significativo (p > 0,05)
en el resultado de recuperacién de Cfv. Sin embargo, el uso de filtros de 0,65 um demostr6 dar

lugar a una menor proporcion de placas contaminadas, mientras que el tipo de medio selectivo y
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la temperatura de incubacion mostraron un impacto menor en la aparicion de microorganismos

contaminantes en los cultivos.
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5. DISCUSION

El sector bovino extensivo en Espafa esta caracterizado por su orientacion prioritaria a la
produccién de carne donde es comun el empleo, dentro de la especie Bos taurus, de
variedades autdctonas (como Avilefia-Negra Ibérica) y sus cruces con otras variedades
importadas (como Holstein, Charolais o Limousin). El objetivo principal de estas granjas
es maximizar la produccion de terneros por vaca y afio (Gonzalez-Rodriguez 2016;
MAPA 2016; Endres y Schwartzkopf-Genswein 2017; MAPA 2020). Actualmente,
debido a la situacion geografica de Espafia y su dinamica productiva en lo que respecta
al sector agrario, la ganaderia bovina extensiva en nuestro pais es vulnerable a los efectos
del cambio climatico debido a su dependencia de la disponibilidad de pastos y enclaves

de agua potable ( Rubio y Roig 2017).

Pese a los potenciales efectos negativos de la produccién animal sobre el medio ambiente,
la ganaderia bovina en régimen extensivo puede minimizar dichos efectos a través de la
explotacion eficiente de recursos naturales contribuyendo al mantenimiento de
ecosistemas diversos Yy resilientes (Rubio y Roig 2017). Es importante destacar que Espafia
fue el tercer pais en importancia para el sector de vacuno de carne dentro de la UE en
2020, habiendo producido 677 mil toneladas de carne que suponen aproximadamente el
10% de la carne de vacuno producida (MAPA 2021). Pese a ello, el margen de ganancias
para los ganaderos de vacuno ha experimentado una tendencia a la baja desde 2017,
debido principalmente al encarecimiento de las materias primas. A ello han de sumarse
las pérdidas econdmicas debidas a diversas causas como la infertilidad, que en Espafia
presenta indices bajos (69,5% en 2020) en comparacion con la media europea (>80% en

2020) (MAPA 2021).

163



Discusion

Es por ello por lo que la mejora de la fertilidad de estos rebafios se postularia como una
estrategia adecuada para aumentar la eficiencia de los sistemas de produccién bovina en
régimen extensivo, reduciendo las pérdidas economicas para los ganaderos y
contribuyendo al establecimiento de sistemas productivos que minimicen su huella
ecologica. A su vez, contribuirian al mantenimiento de ecosistemas resilientes capaces
de soportar, por ejemplo, los cada vez mas recurrentes periodos de calor intenso (AEMET
2022), asi como a corto, medio y largo plazo, ser el sistema productivo de carne de alta
calidad proteica mas adecuado desde un punto de vista de sostenibilidad ecoldgica

(Peyraud y Macleod 2020; Greenwood 2021).

Una de las causas mas destacables de infertilidad en rebafios bovinos en régimen
extensivo en Espafia parecen ser las infecciones del sistema reproductivo que afectan a la
capacidad reproductiva de toros y/o vacas (Gonzalez-Rodriguez 2016). De forma
generalizada, la mayoria de los estudios sobre microorganismos causantes de infertilidad
en bovino se centran en las hembras, probablemente debido a que son las que soportan el
grueso de la produccidn al ser en ellas en las que se basa la produccion de carne (a través
de rebafios de vacas nodrizas para la obtencién de terneros destinados al engorde) en el
caso de la produccion en régimen extensivo. Sin embargo, el macho también desempefia
un papel de importancia desde el punto de vista reproductivo ya que la existencia de bajos
niveles de fertilidad en un Unico macho puede impactar en el éxito reproductivo de todo
un rebafio debido a que un mismo toro es a menudo empleado para: i) la cubricion de la
totalidad de las vacas de una explotacion cuando dicho rebafio es pequefio, o; ii) la
generacion de multitud de dosis seminales empleadas en IA. De este modo, la presencia
tanto de patdgenos causantes de infertilidad en machos [p.ej. Brucella abortus (Joya et

al. 2011)] como de patdgenos de transmision venérea asociados a infertilidad en hembras
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(que en algunos casos causan una infeccion asintomatica en toros) (Givens 2018), es un

aspecto clave que se ha de considerar para mejorar la fertilidad de los rebafios.

Cuando se profundiza en el estudio de las causas de infertilidad infecciosa de acuerdo a
lo publicado en bases de datos cientificas, se aprecia la escasez de datos acerca del papel
del toro en relacién con la infertilidad de caracter infeccioso en el rebafio a pesar de que
diferentes autores han sefialado que un porcentaje elevado de fallos reproductivos es
atribuible al macho (Butler et al. 2020; Montoya-Monsalve et al. 2021). Por ello, las
infecciones que comprometen la fertilidad de un macho empleado para la cria, o de un
conjunto pequefio de machos reproductores, es un punto crucial en la fertilidad del rebafio

(Hopper 2015).

Esta limitada disponibilidad de datos actualizados y completos sobre los machos bovinos
resulta llamativa debido a que han sido descritos multitud de patdgenos como potenciales
causantes de infertilidad en toros, y/o capaces de transmitirse a las hembras donde causan
problemas reproductivos p.e. BVDV, BoHV-1, B. abortus, C. fetus, T. foetus,
Ureaplasma diversum, Leptospira spp., Histophilus somnus o Chlamydia spp. (Givens 'y
Marley 2008; Yoo 2010; Givens 2018). De este modo, los estudios dirigidos a la mejora
en el conocimiento sobre el papel del toro en referencia a los problemas de infertilidad
infecciosa en rebafios bovinos, asi como el control de patdgenos en toros reproductores,
resultan ser aspectos de importancia para la mejora de la eficiencia productiva de los

sistemas de produccion extensiva de ganado bovino.

En este escenario, una revision sistematica de la literatura cientifica sobre las causas de
infertilidad infecciosa en ganado bovino se postula como una herramienta atil para la
elaboracion de un listado de todos aquellos microorganismos potencialmente presentes
en toros que pudieran ser la causa de problemas reproductivos en los rebarios, y poner de

manifiesto las necesidades mas prioritarias sobre estudios que permitan esclarecer el
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verdadero papel del toro como actor principal en los problemas de infertilidad de origen
infeccioso en el rebafio. La mejora e implementacion de nuevos abordajes para la
deteccion de microorganismos, como la secuenciacion masiva (Goodman y Lahmers
2021), incidiendo en patégenos de conocida relevancia en produccion extensiva en
nuestro pais, como C. fetus y T. foetus (cuyas infecciones facilmente pueden pasar
desapercibidas en machos debido a la ausencia de sintomas en estos) (Michi et al. 2016),
podria ser una medida relevante que permita mejorar el conocimiento acerca del
verdadero papel del macho en referencia a la infertilidad infecciosa en rebafios bovinos
en extensivo. Asi mismo existen ciertas limitaciones de las técnicas diagnosticas mas
comunmente empleadas (técnica de PCR y cultivo) para la deteccion de C. fetus y T.
foetus (Yao 2013; Frey et al. 2017, Dabrowska et al. 2019a; WOAH 2021) que
comprometen su rendimiento diagndstico en ciertos escenarios, por lo que la mejoray el
desarrollo de protocolos optimizados para su deteccién en muestras procedentes de toros
reproductores resultaria ser de gran utilidad para la mejora en el diagndéstico, y control de

estos microorganismos en los rebafios bovinos.

Por todo ello, el principal objetivo de la presente memoria de tesis doctoral es la mejora
del conocimiento sobre el papel del toro como elemento clave en los problemas de
infertilidad de origen infeccioso en rebafios bovinos criados en régimen extensivo
mediante la revision sistematica de los patdgenos asociados a infertilidad en el toro, asi
como la evaluacion y desarrollo de herramientas diagndsticas de ultima generacion y
tradicionales para la deteccion de patdgenos de relevancia en este campo. Por ello, se ha
puesto especial atencion a las técnicas diagndsticas mas comdnmente empleadas para la
deteccion de dos patdgenos de importancia en explotaciones extensivas en Espafia: C.

fetus y T. foetus.
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La consecucion de este objetivo ha planteado tres objetivos especificos que tratan de dar
respuesta a importantes vacios en el conocimiento y las herramientas para el estudio del
papel de los toros en los problemas de infertilidad de origen infeccioso. El bajo numero
de estudios dirigidos en toros podria estar limitando el conocimiento que tenemos acerca
del impacto real de multitud de patdgenos (conocidos y desconocidos) que afecten a su
capacidad reproductiva, asi como limitar el conocimiento acerca del papel de los machos

en relacion con la transmision de patdgenos a las hembras.

El primer objetivo especifico de la presente tesis consisti6 en llevar a cabo una
evaluacion sistematica de las principales causas de infertilidad en ganado bovino criado
en régimen extensivo debido a causas infecciosas y la potencial presencia de agentes
predisponentes asociados a infertilidad en bovino. En consecuencia, se realiz6 un primer
abordaje tedrico (Articulo 1. “What about the bull? A systematic review about the role of
males in bovine infectious infertility within cattle herds”) mediante una revision
sistematica de la literatura cientifica sobre trabajos realizados en explotaciones bovinas
seleccionando aquellos que relacionaron la presencia de uno o varios microorganismos

con problemas de fertilidad, centrando el foco de atencion en el papel del macho.

De acuerdo con los resultados expuestos en el Articulo 1 de la presente memoria de tesis
doctoral, se aprecia una tendencia ascendente en el nimero de publicaciones cientificas
que relacionan la presencia de microorganismos con bajos indices de fertilidad en rebafios
bovinos compuestos exclusivamente por machos y rebafios mixtos pudiéndose deber a un
mayor interés en las causas de infertilidad bovina de origen infeccioso y el papel del
macho. Se seleccionaron y analizaron un total de 38 publicaciones cientificas desde 1966
hasta 2022 donde se recogia informacion procedente de mas de 3.000 toros. El total de
publicaciones describieron seis géneros de bacterias distintas que comprenden 18

especies (47,4% del total de publicaciones), cinco especies de virus (39,5% del total de
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publicaciones) y cuatro especies de parasitos (29% del total de publicaciones). El
microorganismo mas comunmente identificado en rebafios con bajos ratios de fertilidad
fue BoHV (descrito por el 26,3% del total de publicaciones) seguido por C. fetus (23,7%),
Tritrichomonas foetus (18,4%) y BVDV, Ureaplasma spp., y Mycoplasma spp. (10,5%
cada uno). En el caso de los virus BoHV y BVDV, ambos afectan a la calidad espermatica
en toros (EI-Mohamady et al. 2020) y generan abortos en las hembras (Grooms 2004;
Newcomer y Givens 2016) pudiendo ser transmitidos de forma venérea a traves de la
monta natural y la A (Givens 2018). Por otra parte, los machos infectados con la bacteria
C. fetus y el parasito T. foetus, como ya se ha mencionado previamente, suelen ser
asintomaticos pudiendo transmitir estos patdégenos de forma venérea a través de la monta

natural y la 1A a las hembras donde causan infertilidad (Givens y Marley 2008).

Uno de los aspectos méas Ilamativos del estudio realizado es que no se identificaron
hongos pese a que se conocen casos por los cuales este tipo de microorganismos son
capaces de afectar de forma negativa la calidad espermética en toros (Joya et al. 2011).
La ausencia de hongos en la revision realizada en el presente estudio puede ser debida a
que las infecciones por hongos son eventos poco comunes que se producen
frecuentemente debido a deficiencias inmunitarias del animal o a la alteracion de las
barreras mucosas (Dixon et al. 1996; Seyedmousavi et al., 2018), siendo
microorganismos para los que no se realizan controles rutinarios en los laboratorios

diagnosticos a no ser que exista una sospecha previa.

En un menor porcentaje se describen otros microorganismos como Mycoplasma spp.
(identificado por el 10,5% del total de publicaciones), en el que la especie M. bovigenitalium, M.
suis, M. wenyonii y M. bovis parece que estan asociados con problemas reproductivos en toros
(Parker et al., 2018), mientras que M. bovigenitalium y M. bovis parecen ser transmitidos a las

hembras por toros reproductores (Carli et al., 2022; Dudek et al., 2020). En las hembras,
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infecciones por Mycoplasma spp. se traduce en trastornos reproductivos, como vulvovaginitis,
endometritis, distocia (Parker et al., 2018) y abortos esporadicos (Carli et al., 2022), mientras que
la patogenia en toros ha sido menos estudiada (Carli et al., 2022) y la ausencia de sintomas podria
ser un fenémeno comun (Parker et al., 2018). En base a esta informacion, parece pertinente
reflexionar sobre la necesidad de realizar estudios que permitan eliminar las lagunas
existentes en el conocimiento acerca del verdadero papel de estos microorganismos en la
infertilidad del ganado bovino. En un bajo porcentaje de articulos, también se situaron
microorganismos como U. diversum, o Staphylococcus spp., que resultan ser
microorganismos poco estudiados con relacion a la infertilidad (Kirkbride 1987; Wentink
et al. 2000; Reichel et al. 2018; Ahuja y Cheema 2018; Diaz et al. 2019; Cojkic et al.
2021). U. diversum se ha descrito como potencial causa de infertilidad bovina, no
obstante, el conocimiento acerca de la patogenicidad de este microorganismo es incierto
(Buzinhani et al. 2011) en la actualidad. Se podria asumir que estas limitaciones en el
conocimiento acerca de la patogenicidad de estos microorganismos son producto del
limitado nimero de estudios dirigidos a los mismos en relacion con la infertilidad bovina,
en especial en lo referente al toro pese a haberse sugerido que, p.ej. en el caso de U.
diversum, dicho microorganismo es capaz de colonizar los espermatozoides, si bien
algunos trabajos no observan que afecte de una forma evidente a la calidad espermatica
(Buzinhani et al. 2011). A pesar de ello, U. diversum parece estar asociado a infertilidad
en ganado bovino a través, principalmente, de bajos ratios de concepcion (Santos Junior
et al. 2021), lo que sugiere un posible papel del toro como portador de U. diversum

transmitiéndolo a las hembras donde se traduciria en bajos ratios de concepcion.

Por ultimo, Ilama la atencidn la ausencia de patdgenos asociados a infertilidad en hembras
que podrian ser transmitidos de forma venérea por parte del toro y, en consecuencia, se

esperaria su presencia en toros sometidos a estudios sobre causas infecciosas de
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infertilidad en rebafios bovinos. Algunos ejemplos son H. somni, Pasteurella spp.,
Enterococcus spp., Aspergillus spp. o Candida spp. (Yoo 2010; Givens 2018). En algunos
casos, esta ausencia es especialmente llamativa como ocurre en el caso de Enterococcus
faecium. Existen estudios experimentales en toros donde se demostro la capacidad de E.
faecium para disminuir la calidad espermatica debido a una reduccion de la movilidad
espermatica y un decrecimiento significativo (p<0,01) en el potencial de la membrana
mitocondrial de los espermatozoides, lo que disminuiria su capacidad de fecundacion

(Duracka et al. 2021).

Por otra parte, los principales microorganismos asociados a infertilidad en toros descritos
en esta revision presentan una distribucion a nivel mundial, asi como se observé una
tendencia al alza en el nimero de publicaciones. Un aspecto que podria estar relacionado
con las restricciones en el conocimiento acerca del verdadero papel del macho en relacién
a infertilidad bovina son las limitaciones de las técnicas empleadas para la deteccion de
los mismos a partir de muestras clinicas (Petit et al. 2009). De acuerdo con los resultados
del Articulo 1, las técnicas empleadas por los diferentes trabajos seleccionados, en los
que se relacionaban los bajos ratios de fertilidad a la presencia de uno o varios
microorganismos, son el cultivo y la deteccion directa por microscopia (19del total de las

38 publicaciones seleccionadas), los inmunoensayos (22/38) y la técnica PCR (13/38).

No obstante, todas estas técnicas estan dirigidas a la deteccién de uno o pocos
microorganismos concretos. Ademas, cada técnica presenta limitaciones propias de su
fundamento, p. ej. la deteccién mediante microscopia requiere, a priori, una alta densidad
de la presencia del microorganismo en cuestion y el cultivo presenta serias carencias en
términos de sensibilidad debido al hecho de la existencia de microorganismos no
cultivables que no son pueden ser detectados mediante esta aproximacion. De acuerdo al

trabajo de Petit et al. realizado sobre muestras cervicales de vacas con problemas
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reproductivos en menos del 30% de los caso pudo identificarse, mediante el cultivo, el

microorganismo responsable con el uso de esta técnica (Petit et al. 2009).

No se debe olvidar en este punto, la naturaleza multifactorial de infertilidad en bovino, ni
tampoco el elevado nimero de microorganismos asociados a infertilidad bovina de
caracter infeccioso, es por ello por lo que no podemos sacar conclusiones sobre el
verdadero alcance del diagndstico de los problemas de infertilidad asociados a causas
infecciosas cuando se emplean técnicas como el cultivo, inmunoensayos o PCR de
manera exclusiva y dirigida a determinados microorganismos. Existen trabajos mas
recientes en los que se han empleado técnicas como la secuenciacion masiva, donde se
han puesto de manifiesto la presencia de microorganismos que, por lo general, no son
detectados mediante cultivo, inmunoensayos o PCR en controles rutinarios llevados a
cabo por laboratorios diagndsticos, asociando la presencia de potenciales patdgenos a
problemas reproductivos en bovino (Cojkic et al. 2021). La ventaja de las técnicas de
deteccion basadas en la secuenciacion masiva comparadas con el resto de las técnicas
anteriormente citadas, es la capacidad de detectar (tedricamente) de forma simultanea la
presencia de diferentes microorganismos presentes en una muestra clinica detectando asi
microorganismos no cultivables o para los que no se encuentran dirigidos los
inmunoensayo y PCR (Van Borm et al. 2015), y que, por lo tanto, podrian estar pasando

desapercibidos.

En base al conjunto de datos obtenidos a través de la revision sistematica, el bajo nimero
de publicaciones existentes, y las aparentes limitaciones de las técnicas mas comdnmente
empleadas en diagndstico (microscopia, cultivo, inmunoensayos y PCR) se puede asumir
que existe una comprension limitada acerca del verdadero papel del macho en referencia
a los problemas de fertilidad de caracter infeccioso en los rebafios bovinos debido: i) a la

aparente limitacion en el conocimiento publicado sobre el efecto real que algunos
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microorganismos tienen sobre la fertilidad del macho, como Mycoplasma spp o U.
diversum; ii) debido a la aparente limitacion en el conocimiento acerca de la capacidad
de transmision de patdgenos causantes de problemas reproductivos en hembras como por
ejemplo Candida spp., y iii) debido a la potencial falta de estudios en rebafios bovinos
puesta de manifiesto con la ausencia de trabajos que identifiquen en machos algunos

patogenos asociados a infertilidad en hembras como por ejemplo H. somni.

Estas limitaciones en el conocimiento podrian ser superadas con la implementacion de
nuevas técnicas de analisis para la deteccion y estudio de microorganismos presentes en
rebafios con bajos indices de fertilidad como, por ejemplo, mediante el empleo de
secuenciacion masiva para disponer de informacion actualizada y completa sobre las
poblaciones microbianas presentes en el prepucio de los toros (el lavado prepucial es una
de las muestras indicadas para el diagnéstico de patdgenos reproductivos como C. fetus
y T. foetus (WOAH 2018, 2021)) y posibles diferencias en las mismas asociadas a su
estado reproductivo (machos con problemas de fertilidad versus machos sanos desde un
punto de vista reproductivo). Esto permitiria determinar i) la relevancia real que los
patdgenos identificados en la revisidn bibliografica del Articulo 1 podrian estar teniendo
en los toros criados en Espafia en régimen extensivo, ii) la presencia de microorganismos
asociados a problemas de fertilidad no descritos hasta la fecha o que pasaran
desapercibidos en los controles rutinarios a este nivel (que suelen ser anélisis dirigidos a
la deteccion e indentificacion de la especie, poniendo especial énfasis en
microorganismos oportunistas que puedan adoptar un papel patégeno en determinados
escenarios, y iii) la existencia de diferencias en las poblaciones microbianas en el

prepucio de toros que pudieran estar asociados a problemas de fertilidad.

Por todo ello, el segundo objetivo especifico de la presente tesis plantea el analisis

diferencial de poblaciones bacterianas (que representa el grupo de patdgenos mas diverso
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de acuerdo con los resultados del Articulo 1) presentes en lavados prepuciales de toros
empleados para la cria con bajas tasas de fertilidad, asi como machos sanos desde un
punto de vista reproductivo. Para ello se realizd un estudio metagenémico (cuyos
principales resultados se presentan en el Articulo 2 “Exploiting 16S rRNA-based
metagenomics to reveal neglected microorganisms associated with infertility in breeding
bulls in Spanish extensive herds”) de 1029 muestras prepuciales de toros criados en
régimen extensivo en Espafia (una muestra por toro). El estudio metagenémico basado en
el analisis de la region hipervariable V3-V4 del gen que codifica para la subunidad 16S
del ARN ribosomico bacteriano mostr6 una abundancia de los principales taxones
bacterianos muy similar en el grupo de toros procedentes de rebafios diagnosticados con
baja fertilidad (grupo problema) y toros procedentes de rebafios considerados sanos
(grupo control) desde un punto de vista reproductivo. Esto se tradujo en la ausencia de
diferencias notables con respecto a los taxones bacterianos mas abundantes entre el grupo
problema y el grupo control. La comparacion mediante ‘t-test’ de las medias de los
diferentes indices de diversidad alfa empleados entre ambos grupos muestrales revel6 la
ausencia de diferencias significativas a diferentes niveles: i) el indice Shannon (p-valor =
0,745) presentd valores en torno a 3-4 lo que indicaba que ambos grupos muestrales tenian
un alto grado de diversidad de especies, Y ii) el indice Simpson (p-valor = 0,403) con
valores proximos a 1 indicaba que ambos grupos muestrales tenian, de igual modo, una
elevada diversidad de especies bacterianas. Asi mismo, el andlisis de la diversidad beta
usando el indice de Bray-Curtis no mostro segregacion del grupo problema y control en
la representacion gréfica, explicandose solo el 23,4% de la varianza total de las
diferencias entre las muestras mediante el Analisis de Coordenadas Principales (PCoA).
La funcién ‘Adonis’ indico que solo el 0,8% (R2 = 0,00829; p-valor = 0,001) de la

variacion entre las muestras se debia al agrupamiento muestral indicado. Todos estos
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resultados se tradujeron en que las diferencias de las poblaciones bacterianas observadas
no se relacionaron con las diferencias en la fertilidad de los rebafios extensivos en los que
fueron empleados dichos toros para la cria mediante monta natural, principalmente. Las
limitaciones en la informacion disponible actualmente sobre las poblaciones bacterianas
presentes en el prepucio de toros reproductores criados en extensivo, influyen en la
dificultad de discusion de los resultados obtenidos. No obstante, el Unico estudio
publicado hasta la fecha que aborda el estudio de la composicion de las poblaciones
bacterianas en muestras prepuciales de toros es el de Wickware et al. (2020), quienes
tampoco encontraron diferencias significativas a este nivel en funcion de la raza, el tipo
de alimentacion, el uso de antibioticos y el historial reproductivo de los animales
analizados, reforzando de este modo la idea de que no parecen existir diferencias
marcadas y constantes en las poblaciones bacterianas presentes en el prepucio de toros
que puedan asociarse de forma clara a la infertilidad. Por el contrario, si se han publicado
trabajos que sugieren diferencias de la microbiota seminal asociadas a infertilidad en toros
reproductores (Cojkic et al. 2021). Las diferencias en las conclusiones de los diferentes
trabajos en funcidn de si el estudio es realizado sobre muestras prepuciales o seminales

son de origen desconocido y han de ser evaluadas en futuros trabajos.

Con base en estos resultados, se plante6 la idea de que, si bien no parece haber
poblaciones bacterianas asociadas a infertilidad en el prepucio del toro, dicha infertilidad
podria deberse a la presencia de determinados microorganismos, para lo que seria
necesario otro tipo de andlisis de los datos obtenidos mediante el estudio metagendmico.
Cuando se realizo un andlisis individual de la clasificacion bacteriana obtenida a nivel de
género y especie (OTU) de las muestras incluidas en el presente trabajo, se observaron
bacterias previamente asociadas a infertilidad en ganado bovino que se detectaron

unicamente en el grupo problema, por ejemplo, C. fetus (presente en el 2,75% del total de
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muestras). No obstante, este patdégeno no pudo ser asociado significativamente a
infertilidad (p-valor = 1) mediante analisis estadistico con la prueba chi-cuadrado y la
correccion de los p-valores mediante el método Holm-Bonferroni (Holm 1979). Esta
especie bacteriana presenta dos subespecies, Cfv, causante de la CGB (enfermedad de
declaracion obligatoria en Espafia de acuerdo a lo establecido en el Real Decreto
526/2014), y Cff (causante de infecciones esporadicas en el tracto reproductivo en bovino
y también asociada a problemas reproductivos) (Mshelia et al. 2010; Cagnoli et al. 2020).
Sin embargo, a través de la aproximacion metodoldgica aplicada en este estudio
(metagendmica) no se pudo determinar la subespecie en las muestras positivas a C. fetus.
Esto pone de manifiesto que, a pesar de las grandes ventajas de esta tecnologia, puede
existir un bajo rendimiento en el diagnostico de enfermedades de importancia cuando se
pretende detectar un microorganismo a nivel de subespecie cuando dicha tecnologia se
aplica siguiendo la metodologia aqui planteada. A la hora se solventar este inconveniente
en la rutina laboratorial, se podria plantear como alternativa diagnostica, p. ej. en el caso
de C. fetus y sus subespecies, el empleo en serie de dos técnicas diagndsticas: i)
metagendmica en todas las muestras (para determinar todas las poblaciones bacterianas
presentes en una muestra de lavado prepucial en cuanto a identificacion de género-
especie) y ii) la técnica PCR de aquellas muestras positivas a C. fetus (para la
determinacion de subespecie). Esta alternativa tampoco esta exenta de inconvenientes. La
identificacion de subespecie de C. fetus mediante PCR presenta limitaciones
principalmente debidas a la inespecificidad de multitud de dianas genéticas empleadas
para la deteccion de Cfv publicadas hasta la fecha como son ISCfel (Silva et al., 2020),
virB11 (Silva et al., 2021) o parA (Silva et al., 2020). Las limitaciones que presenta la
técnica PCR para la diferenciacion de Cfv y Cff en muestras prepuciales de toros se

abordan maés adelante en el Articulo 3 (“Evaluation of PCR assays for Campylobacter
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fetus detection and discrimination between C. fetus subspecies in bovine preputial wash

simples”).

También se observo la presencia de otros patdgenos oportunistas (aunque no asociados
de forma significativa a infertilidad), como es el caso de U. diversum [presente en 798
muestras procedentes del grupo problema (n=944) y 66 muestras del grupo control
(n=85)], que previamente ha sido asociado a infertilidad bovina (Diaz et al. 2019). Esta
bacteria es capaz de colonizar el prepucio y la uretra de los toros transmitiéndose a las
hembras incluso mediante inseminacion artificial (Buzinhani et al. 2011). En
contraposicion, respecto al género Mycoplasma spp., si se observd una asociacion
estadisticamente significativa entre la deteccion de este género y los bajos indices de
fertilidad (p-valor <0,001) [720 toros fueron positivos dentro del grupo problema (n=944)
y 37 toros fueron positivos dentro del grupo control (n=85)]. Algunas especies como M.
bovis y M. bovigenitalium han sido previamente asociadas a infertilidad en rebafios
bovinos (Kirkbride 1987; Reichel et al. 2018). Como ya se ha mencionado, estas especies
de Mycoplasma parecen carecer de un papel concreto en referencia a la infertilidad del
toro o su potencial de transmisién a las hembras de acuerdo a lo encontrado en la literatura
cientifica pese a que se ha sugerido que pueden tener un papel en la aparicién de
problemas reproductivos en bovino (Hathaway 2019). De hecho, Dudek y colaboradores
sugirieron una posible relacion directa entre toros portadores de M. bovis (presencia de la
bacteria en muestras seminales empleadas en 1A) y el desarrollo de problemas
reproductivos y bajos ratios de concepcion en hembras (Dudek et al. 2020). Por tanto, los
resultados obtenidos en el presente analisis metagendmico podrian estar indicando la
presencia de bacterias causantes de infertilidad que estan pasando desapercibidas en los
analisis bacteriologicos rutinarios practicados en toros en régimen extensivo y que

tendrian que ser considerados en el diagnostico de patologias reproductivas de manera
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dirigida, sobre todo cuando requieren el empleo de abordajes especificos como es el caso
del cultivo de Mycoplasma.

En definitiva, la implementacion de nuevas tecnologias en diagnéstico, como la
secuenciacion masiva, brindan la posibilidad de superar las limitaciones de las técnicas
diagnosticas dirigidas asi como de estudiar las poblaciones microbianas totales presentes
en una muestra clinica permitiendo tener una vision integradora sobre qué
microorganismos potencialmente causantes de infertilidad en las poblaciones de toros
reproductores pueden estar pasando desapercibidos (o patdgenos emergentes) con el uso
de técnicas convencionales (que suelen estar dirigidas a la deteccion de patdgenos
especificos). Asimismo, también ofrecen la posibilidad de estudiar potenciales
microorganismos aun desconocidos en referencia a infertilidad bovina o relaciones
sinérgicas entre las poblaciones microbianas presentes o dinamicas de infeccion. Si bien,
por el momento, los analisis mediante secuenciacion masiva resultan costosos y es
necesario disponer de personal cualificado para su correcta interpretacion, este tipo de
andlisis moleculares abren una nueva via de obtencion de informacion de interes en el
diagnostico veterinario de enfermedades infecciosas en el ambito de los problemas
reproductivos (Van Borm et al. 2015; Kumar, 2019). El éxito de la implementacion de
esta tecnologia en el ambito veterinario se ha demostrado previamente (Anis et al.
2021;Van Borm et al. 2015) p.ej. trabajos que caracterizan la composicion bacteriana del
fluido cerebroespinal en ganado bovino y su relacion con enfermedades neuroldgicas
(Ferrini et al. 2022), o trabajos que llevan a cabo la caracterizacion de la poblacion
microbiana del rumen y su relacion con la produccién de gases de efecto invernadero

como el metano (Wallace et al. 2015).

Centrando el foco de atencion en patdégenos primarios como C. fetus (presente en el 2,75%

de los toros incluidos en el estudio metagenomico, Articulo 2) y T. foetus, es importante
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destacar que son patdgenos reconocidos causantes de infertilidad en rebafios de ganado
bovino en extensivo para los cuales no existe un tratamiento eficaz en toros reproductores
(Vasquez et al. 1983; Fdscolo et al. 2005; Michi et al. 2016; Erickson et al. 2017; MAPA
2019, 2022; Balzan et al. 2020). Ambos son capaces de transmitirse de forma venérea a
través de lamontay la IA (Givens 2018), donde ademas los machos infectados suelen ser
asintomaticos, por lo que C. fetus y T. foetus podrian pasar facilmente desapercibidos
(Michi et al. 2016) si no se realizan analisis rutinarios. En este contexto, la deteccion
temprana, fiable y especifica de machos infectados se convierte en una medida esencial

para el control de estas patologias en rebafios bovinos criados en extensivo.

No obstante, las técnicas diagnosticas mas comunmente empleadas en la actualidad, que
son la técnica de PCR y/o cultivo, para la deteccidn de estos microorganismos en lavados
prepuciales [muestra de eleccién (WOAH 2018, 2021)] presentan ciertas limitaciones de
sensibilidad y especificidad en algunos escenarios, lo que coarta el rendimiento
diagndstico y el correcto control de estos patdgenos en los rebafios (Lander 1990a; Monke
et al. 2002; Midlej et al. 2011; Chaban et al. 2013; Yao 2013; Van Der Graaf-Van Bloois
et al. 2014; Frey et al. 2017; WOAH 2018, 2021). Todo lo anteriormente expuesto lleva
al tercer, cuarto y quinto objetivo especifico de la presente memoria de tesis, en los que
se plantea la puesta a punto y evaluacién (y en algunos casos, desarrollo) de las técnicas
diagndsticas mas comunmente empleadas, PCR y/o cultivo, para la deteccion de C. fetus
y/o T. foetus en muestras prepuciales procedentes de machos reproductores criados en
régimen extensivo, con el fin de desarrollar protocolos para optimizar el rendimiento
diagnostico para su deteccion en muestras de lavados prepuciales. Para ello, se realizaron
dos estudios comparativos de técnicas de PCR [para la deteccion de C. fetus (Articulo 3
“Evaluation of PCR assays for Campylobacter fetus detection and discrimination

between C. fetus subspecies in bovine preputial wash samples”) y T. foetus (Articulo 4
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“Molecular detection of Tritrichomonas foetus in bovine samples: a novel real-time
polymerase chain reaction (PCR) assay targeting EF1-alpha-Tf1 and a comparative
study of published PCR techniques )] y de cultivo (Articulo 5 “Time, temperature and
media: the three keys to improve the recovery of Campylobacter fetus subsp. venerealis

from preputial bull samples”).

Respecto al diagndstico molecular, la técnica més extendida para la deteccién de C. fetus
y T. foetus en muestras clinicas es la técnica PCR (Chaban et al. 2013; Michi et al. 2016;
WOAH 2018, 2021). No obstante, el cultivo sigue siendo la técnica estandar para el
diagndstico de la CGB, causada por Cfv (WOAH 2021), que al igual que la tricomonosis
bovina, causada por T. foetus, son enfermedades de declaracion obligatoria en varios
paises entre los que se incluye Espafia (Real Decreto 526/2014 del Boletin Oficial del

Estado.

Respecto a C. fetus, en el ganado bovino se pueden encontrar dos subespecies diferentes
en el tracto reproductivo, Cfv y Cff, ambas causantes de problemas reproductivos, si bien
algunos autores han apuntado que Cff carece de relevancia en relacion a infertilidad
bovina (Michi et al. 2016; Cagnoli et al. 2020). La correcta diferenciacion de dichas
subespecies es importante para el correcto diagnostico de la CGB, la cual resulta ser una
de las causas de infertilidad en bovino identificadas como mas relevantes a nivel mundial
(Michi et al. 2016; WOAH 2021). La diferenciacién de subespecies también es
importante para el estudio de ambas subespecies en relacion a infertilidad en toros
(Cagnoli et al. 2020) y como potenciales patdgenos zoonoésicos, donde la mayor parte de
casos de infecciones en humanos asociados a C. fetus son causados por Cff. Esta
subespecie puede ser transmitida de animales al ser humano a través de diversas vias
como p.ej. el consumo de alimentos y aguas contaminados. Por su parte, la relevancia de

Cfv como patdgeno en humanos parece ser muy limitada pese a que han sido descritos
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casos clinicos (Holst et al. 1987). La determinacion, por parte de los laboratorios
diagnosticos, de la subespecie del agente etioldgico involucrado en las infecciones por C.
fetus no siempre es posible, por lo que el conocimiento acerca del verdadero papel de
ambas subespecies como agente zoonosico es limitado (Wagenaar et al. 2014).

De manera tradicional, la diferenciacion de las subespecies de C. fetus se ha realizado
mediante pruebas bioquimicas a partir de aislados recuperados de muestras clinicas. No
obstante, la diferenciacion de Cfv y Cff a traves de su caracterizacion bioquimica no
parece ser una aproximacion exenta de inconvenientes (Van Der Graaf-Van Bloois et al.
2014; Calleros et al. 2017; Delpiazzo et al. 2021), debido a que el mismo perfil
bioquimico puede ser obtenido por ambas subespecies (Van Bergen et al. 2005; Van der
Graaf-van Bloois et al. 2013, 2014; Delpiazzo et al. 2021).

El aislamiento de C. fetus (y en consecuencia de Cfv para la confirmacion de casos de
CGB) también resulta ser de gran interés para diversas aplicaciones; por ejemplo,
permitiria el desarrollo de autovacunas como medida de urgencia de control y manejo de
esta patologia, caracterizacion de cepas para llevar a cabo estudios epidemiolégicos, de
resistencia a antibidticos, factores de virulencia, etc. No obstante, como ya se ha
mencionado, la viabilidad de Cfv fuera del hospedador es limitada (Monke et al. 2002;
Chaban et al. 2013), lo que repercute directamente en la probabilidad de aislamiento en
el laboratorio a partir de muestras clinicas. Sin embargo, hasta la fecha no se ha
establecido un protocolo estandarizado para maximizar la recuperacién de Cfv a partir de
lavados prepuciales de toros.

Todo ello contextualiza la realizacién del trabajo recogido en el Articulo 3 de la presente
memoria de tesis doctoral, donde se abordd la evaluacion de la técnica PCR para la
deteccidn de C. fetus en muestras de toros reproductores, asi como en la diferenciacion

de las subespecies Cff y Cfv. Como se ha comentado previamente, pese a que la PCR es
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la técnica empleada por la mayoria de los laboratorios diagnésticos para la deteccion de
C. fetus y diferenciacion de subespecies Cfv y Cff en muestras clinicas debido a las
principales limitaciones del cultivo, la PCR no esta exenta de limitaciones en términos de
sensibilidad y especificidad diagnosticas que pueden dificultar su implementacion en el
diagnostico rutinario empleando muestras clinicas y, en consecuencia, el correcto estudio
de la implicaciéon de Cfv y Cff en relacién a infertilidad bovina (Cagnoli et al. 2020;
WOAH 2021).

En dicho trabajo recogido en el Articulo 3 se llevo a cabo un estudio comparativo
actualizado de diferentes protocolos de PCR publicados para la deteccidn de C. fetus en
muestras clinicas y la diferenciacion de Cfv y Cff con el fin de determinar el protocolo
que mejor rendimiento diagndstico presentara para el analisis de lavados prepuciales de
toros criados en extensivo. De este modo, fueron evaluados diferentes protocolos de PCR
dirigidos sobre un total de 10 dianas genéticas distintas. Para la deteccion de la especie
C. fetus fueron comparados los protocolos G13 basado en la diana nahE (Abril et al. 2007;
Van der Graaf-van Bloois et al. 2013), 116 basado en la diana 16S ARNTr (lraola et al.
2016), P12 basado en la diana gyrB (Persson et al. 2012), C09 basado en la diana cpn60
(Chaban et al. 2009), H97 basado en la diana cstA (Hum et al. 1997) y K16 basado en la
diana cdtB (Kamei et al. 2014). En el caso de la diferenciacion de subespecies, para la
identificacion de la subespecie Cfv fueron evaluados los protocolos G13-ISC basado en
la diana ISCfel (Abril et al. 2007; Van der Graaf-van Bloois et al. 2013), H97-Ven basado
en la diana parA (Hum et al. 1997) y 112 basado en la diana virB11 (lraola et al. 2012).
Por ultimo, para la deteccion de la subespecie Cff fue empleado el unico protocolo de
PCR publicado hasta la fecha, W02, basado en la diana sapB2 (Wang et al. 2002).

Con respecto a las diferencias entre los protocolos de PCR sobre dianas genéticas

dirigidas a la deteccion de la especie C. fetus, el protocolo que peores resultados presentd
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fue el protocolo de PCR convencional K16, el cual fue capaz de detectar unicamente el
65.8% de las muestras clasificadas como positivas (de acuerdo a los criterios descritos en
la seccion 3.4.1. Estudio comparativo para la deteccion de C. fetus mediante la técnica
PCR en lavados prepuciales de toros reproductores) y para cuyo protocolo de PCR no
existen hasta nuestro conocimiento publicaciones cientificas posteriores a la descripcién
del mismo que lo hubieran empleado para la deteccion de C. fetus, lo que dificulté la
discusion de estos resultados en relacion a su empleo en muestras clinicas en distintos
contextos. En cualquier caso, estos bajos niveles de sensibilidad podrian estar influidos
por el limite de deteccion de dicho protocolo, entre 10 y 100 veces mas alto que el resto
de protocolos de PCR en tiempo real para deteccidon de C. fetus evaluados, y que, a su
vez, estaba al mismo nivel que el protocolo H97, el otro protocolo de PCR convencional
incluida en el estudio para deteccion de C. fetus. Sin embargo, este protocolo H97 fue
capaz de detectar el 75.6% de los casos positivos (un 10% mas que el K16), y a diferencia
del K16, ha sido ampliamente empleado (Schulze et al. 2006; Schmidt et al. 2010;
Yamazaki et al. 2010; Chaban et al. 2012; Iraola et al. 2012; Guerra et al. 2014; Liu et al.
2019).

El trabajo de Chaban y colaboradores de 2012 adapta los cebadores especificos de
subespecie Cfv a un protocolo en tiempo real (lo que supone una mejora con respecto al
protocolo de PCR original) para la deteccion de esta bacteria en lavados prepuciales de
toro, siendo capaz de detectar 11 de los 13 toros positivos a Cfv (Chaban et al. 2012).
Guerray colaboradores (Guerra et al., 2014) también emplearon el protocolo (Hum et al.
1997) adaptado a tiempo real del trabajo de Chaban (Chaban et al. 2012) sobre muestras
clinicas. No obstante, en base a los resultados del trabajo de Chaban y colaboradores
(Chaban et al. 2012), la capacidad de la diana genética parA para la correcta deteccion de

Cfv puede ponerse en duda, una observacion que coincide con nuestros resultados, donde

182



Discusion

el protocolo de PCR basado en esta diana fue incluido en nuestro estudio comparativo, y
debido a alta cantidad de amplificaciones inespecificas, fue descartado como un protocolo
apto para la deteccion de C. fetus en muestras clinicas. Esta idea toma fuerza tras los
resultados del trabajo de Silva y colaboradores en los que esta diana genética (para) no
parece ser exclusiva de Cfv (Silva et al., 2020).

De acuerdo a nuestros resultados, entre los cuatro protocolos restantes en tiempo real
(C09, 116, G13y P12), el ensayo de PCR que mejores resultados obtuvo fue el protocolo
en tiempo real sonda especifico P12 (protocolo de PCR basado en un protocolo de
pirosecuenciacion publicado en el trabajo de Persson y colaboradores (Persson et al.
(2012) y adaptado para su uso en formato PCR en tiempo real en el presente estudio). La
adaptacion del protocolo P12 incluyd un control interno de reaccion, un elemento
altamente recomendado en laboratorios de diagnostico debido a que permite detectar
rapidamente si una reaccién de PCR ha sido inhibida y, por lo tanto, evitar potenciales
resultados falsos negativos en el diagnostico (Rosenstraus et al. 1998). El protocolo P12
fue el més robusto para la deteccion de C. fetus en muestras de lavados prepuciales (con
excelentes valores de especificidad y sensibilidad analitica), siendo capaz de detectar el
95,1% de las muestras consideradas positivas a C. fetus, mejorando ligeramente los
resultados obtenidos con el protocolo de PCR de Graaf y colaboradores (Van der Graaf-
van Bloois et al. 2013) basado en la diana nahE para la deteccion de C. fetus [indicado
por la OMSA(WOAH 2021)]. Por su parte, el protocolo de PCR identificado como G13
(Van der Graaf-van Bloois et al. 2013) fue capaz de detectar el 82.9% de las muestras
positivas, obteniendo a su vez muy buenos resultados en referencia a la especificidad y
sensibilidad analitica de acuerdo a lo publicado en el trabajo original de Graaf y
colaboradores donde se observo un 100% de sensibilidad y especificidad en la deteccion

de C. fetus (Van der Graaf-van Bloois et al. 2013).
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La diferenciacion de subespecies resultd ser mas complicada. Se pudo identificar un
85,4% de las muestras positivas a C. fetus como Cfv con al menos un ensayo de PCR
especifico de subespecie. ElI 14,6% de las muestras positivas a C. fetus no fueron
identificadas como Cff ni Cfv. En este punto, cabe destacar que el Unico protocolo de
PCR empleado para la identificacion de Cff, el protocolo W02 (Wang et al. 2002),
presentd una sensibilidad analitica claramente baja (50.000 copias de genoma por
reaccion de PCR), por lo que se podria hipotetizar que la presencia de Cff podria haber
pasado desapercibida debido a la falta de un protocolo de PCR mas sensible y fiable,

pudiendo estar siendo infravalorado el papel de Cff con relacion a infertilidad en bovino.

Por otra parte, se observaron amplificaciones inespecificas en el 33,1% del total de
muestras negativas a C. fetus mediante secuenciacién masiva. La diana 1ISCfel mostro
inespecificidades en el 6,4% del total de muestras negativas. Estas inespecificidades
presumiblemente podrian ser debidas a la presencia en otras especies bacterianas de la
diana genética empleada (Silva et al. 2020), lo que la convertiria en una diana poco
recomendable para la deteccion de Cfv en muestras clinicas, pese a lo expuesto en el
trabajo de Graaf y colaboradores, donde se mostraron resultados de un 97% ede
sensibilidad y un 100% de especificidad para la deteccion de Cfv (Van der Graaf-van
Bloois et al. 2013). Por otra parte, el protocolo de PCR (112) basado en la diana virB11,
también mostr6 amplificaciones inespecificas en el 29,4% de las muestras negativas por
secuenciacion masiva a C. fetus, de nuevo posiblemente debido a la presencia de esta
diana genética en otras especies (Silva et al. 2020). Pese a que el protocolo de PCR H97,
basado en la diana parA (Hum et al. 1997) potencialmente presente en otras especies
microbianas presentes en lavados prepuciales (Silva et al. 2021;2020), no presentd
amplificaciones inespecificas, la sensibilidad de la PCR, como ya se ha citado, resulto ser

reducida (donde el limite de deteccion fue de aproximadamente 5.000 copias del genoma
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de Cfv por reaccidn). Este resultado es muy similar a los obtenidos con el protocolo W02
para Cff, que ha sido un protocolo empleado por trabajos posteriores para la deteccion de
Cff en muestras procedentes de cabras (Elbrissi et al. 2017) y muestras fecales de vacas
lecheras (Ramonaite et al. 2013). Una baja sensibilidad de la técnica PCR se traduciria en
un potencial numero de falsos negativos (Pugh et al. 2022), es por ello que en la presente
memoria de tesis doctoral se considerd que ambos protocolos de PCR, H97 y W02, no
serian los mas apropiados para la identificacion de la subespecie de C. fetus en muestras

prepuciales de toro.

Al igual que ocurre con C. fetus, la deteccion de T. foetus en toros reproductores resulta
ser una medida clave para el control de la presencia de T. foetus en los rebafios extensivos
en bovino. La OMSA sugiere el empleo de un protocolo de PCR en tiempo real (sonda
especifica) para la deteccion de T. foetus en muestras prepuciales de toros (WOAH 2018).
Dicho protocolo se basa en el trabajo de McMilleny Lew (M06) (McMillen y Lew 2006)
y ha sido empleado como técnica de referencia para nuestro estudio (protocolo M06),
como ya fue empleado previamente (Meggiolaro et al. 2019). El protocolo de PCR M06
fue comparado con otros cuatro protocolos de PCR publicados en bases cientificas [cuya
diana genética también es la region multicopia ARNr-ITS, (Chakrabarti et al. 1992)]: i)
protocolo M15 (Mueller et al. 2015), ii) GO2 (Gookin et al. 2002), iii) GO5 (Gookin et al.
2005), y iv) NO2 (Nickel et al. 2002). Asi mismo se compararon los protocolos de PCR
disponibles basados en dianas genéticas alternativas a la region ARNr-ITS. La
informacién a este respecto es muy limitada, cabe destacar que hasta nuestro
conocimiento tan solo esta descrito un unico protocolo (identificado en el presente trabajo
como protocolo H94) basado en la region microsatelite TIRE (Ho et al. 1994), para el cual
apenas existe informacion publicada encontrandose tan solo un registro disponible

(AY435432.1) en la base de datos GenBank. Tambien Eexiste un protocolo de PCR
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basado en el gen de la beta-tubulina 1 para la deteccion de T. foetus en muestras clinicas,
no obstante, se trata de un protocolo comercial para el cual no han sido publicadas las
secuencias de los cebadores y sonda empleados (WOAH 2018).

El empleo de dianas genéticas alternativas a ARNTr-ITS resulta interesante en el
diagnostico de T. foetus debido a que esta region parece ser altamente similar a la presente
en otras especies como Tritrichomonas mobilensis (Dgbrowska et al. 2019a). De hecho,
los resultados de la presente memoria de tesis doctoral mostraron (mediante
secuenciacion Sanger del producto de PCR) como el uso del par de cebadores TFIT-F/
TFITS-R del protocolo G02 (Gookin et al. 2002) podia presentar reacciones cruzadas con
Simplicimonas spp. Anteriormente, Frey y colaboradores (Frey et al. 2017) habian
mostrado unos resultados muy similares a los descritos en el presente trabajo observando
reacciones cruzadas con Simplicimonas spp. en muestras vaginales de vacas (usando una
técnica PCR basada en ARNr-ITS con el empleo de un par diferente de cebadores). Estos
datos refuerzan la idea de que la region ARNr-ITS podria ofrecer amplificaciones
inespecificas que dieran lugar a falsos positivos, disminuyendo el rendimiento
diagnostico de estos protocolos de PCR basados en dicha region gendémica y siendo
interesante el empleo de regiones alternativas para la confirmacion de casos positivos en
casos de sospecha de falsos positivos.

Debido a la poca informacién encontrada en referencia al empleo de dianas alternativas
de PCR, se afiadid, como objetivo complementario, el disefio de una PCR en tiempo real
con empleo de sonda especifica (protocolo VV21) basada en la diana genética EF1-alpha-
Tf1. Esta diana molecular ha sido previamente empleada como diana de la técnica LAMP
publicada en el trabajo de Oyhenart (Oyhenart 2018). Estos autores observaron que dicha
técnica LAMP era capaz de detectar 0.5 trofozoitos/mL en lavados prepuciales de toros,

no observando reacciones inespecificas, lo que convertia a EF1-alpha-Tfl en una diana
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aparentemente adecuada para la deteccion de T. foetus en muestras clinicas procedentes
de toros. Esta es una diana genética para la que no hay apenas informacion publicada en
bases de datos; el trabajo de Oyhenart basa el disefio de la técnica LAMP en la secuencia
HM217356.1 de GeneBank, Unica secuencia disponible para esta region del genoma de
T. foetus (Malik et al. 2011), y sobre la que se disefid el protocolo de PCR V21, incluido
en el estudio comparativo mostrado en el Articulo 4 de la presente memoria de tesis.

Los protocolos M15 y GO5 mostraron un alto grado de concordancia con el protocolo de
referencia M06 (Coeficiente kappa de Cohen = 0,958 y 0,948, respectivamente). A este
respecto es interesante destacar que mientras que los cebadores empleados en el protocolo
M15 (basado en el trabajo previo de Felleisen y colaboradores, 1998) han sido
ampliamente empleados en otros trabajos para la identificacion de T. foetus (Casteriano
et al. 2016; Dagbrowska et al. 2019a), apenas se encontr6 informacion sobre los cebadores
empleados en el protocolo G05, habiéndose identificado un Unico protocolo que los
empleaba (Tolbert et al. 2012). Por otra parte, el protocolo G02 (Coeficiente kappa de
Cohen = 0.587; PPV =0,6) presento un alto porcentaje de amplificaciones inespecificas
(18.6%) presumiblemente debido a reacciones cruzadas con Simplicimonas spp. Por el
contrario, el protocolo NO2 (Coeficiente kappa de Cohen = 0,700; NPV = 0,87) presentd
presuntos falsos negativos debido a la elevada cantidad de muestras positivas a T. foetus
con el protocolo de referencia (que, sin embargo, fueron negativas mediante este
protocolo de PCR. No obstante, la falta de estudios diagndsticos que hagan uso de los
protocolos G02 y NO2 dificulté una discusion apropiada acerca de su utilidad para la
deteccidn de T. foetus en muestras prepuciales de toros. En base a nuestros resultados,
ambos protocolos serian herramientas poco adecuadas para la deteccion de T. foetus en

lavados prepuciales procedentes de toros reproductores.
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En referencia al uso de dianas alternativas a ARNT-ITS, el protocolo H94 mostré un
elevado grado de concordancia con el protocolo de referencia (Coeficiente kappa de
Cohen = 0,986; PPV = 1 y NPV = 0,99), para el que no se detectaron reacciones
inespecificas en contraste a lo indicado en el estudio previo de Felleisen et al. (Felleisen
et al. 1998), pero muy similar a lo indicado por Riley et al. (Riley et al. 1995). De igual
modo, el protocolo V21, disefiado en la presente tesis, mostré un elevado grado de
concordancia con el protocolo de referencia M06 (Coeficiente kappa de Cohen = 0,967;
PPV =1y NPV =0,98), para el que tampoco fueron detectadas reacciones inespecificas.
Es por ello por lo que los protocolos H94 y V21 parecen ser la opcién mas adecuada para
la confirmacion de casos positivos a T. foetus en muestras prepuciales de toros. Pese a
que la sensibilidad analitica de V21 resultd ser un orden de magnitud menor que H94
(V21 fue capaz de detectar 5,75 copias de genoma de T. foetus por reaccion), V21 es una
técnica PCR en tiempo real (sonda especifica), lo que la convierte en un método de
deteccidon mas rapido que el empleo del protocolo H94 (protocolo convencional de PCR),
y gque ademas permite el uso de un control interno de reaccion, asegurando asi una
fiabilidad mayor en la implementacién de la técnica en muestras clinicas, minimizando
el riesgo de obtener falsos negativos que se interpreten como un resultado valido.

En definitiva, con el fin de poner de manifiesto las limitaciones detectadas en el marco
del diagnostico molecular de C. fetus y T. foetus y presentar alternativas para su solucion,
a continuacion se exponen de manera concisa los hallazgos mas relevantes del trabajo de

investigacion realizado en dicho &mbito en el contexto de la presente tesis doctoral:

i) Lapropuesta de un nuevo protocolo de PCR en tiempo real que hace uso de una sonda
especifica para la deteccion de C. fetus (Articulo 3) basado en la adaptacion de un
protocolo de pirosecuenciacion (sobre el gen gyrB) previamente publicado (Persson

et al. 2012), podria mejorar el rendimiento diagndstico en referencia a los protocolos
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de PCR méas comunmente empleados (WOAH 2021), siendo capaz de detectar el
95,1% de las muestras consideradas positivas a C. fetus, frente al 82,9% obtenido con
el protocolo de PCR (G13) indicado por la OMSA, basado en la diana nahE (WOAH
2021).

La evaluacion de la especificidad de las técnicas de PCR para C. fetus demostro la
existencia de reacciones inespecificas en los protocolos de PCR dirigidos sobre las
dianas ISCfel y VirB11, especificas de la subespecie Cfv pero presumiblemente
presentes en otras especies (Silva et al. 2020, 2021), poniendo de manifiesto la
necesidad de establecer protocolos fiables para la diferenciacién de subespecies con
el fin de poder esclarecer el verdadero papel de la subespecie Cff en la infertilidad en
bovino (Cagnoli et al. 2020) [cuyo papel al respeto no estd claro hasta la fecha
(Mshelia et al. 2010; Van Der Graaf-Van Bloois et al. 2014; Cagnoli et al. 2020;
WOAH 2021)], asi como del verdadero potencial zoonoético de Cfv y Cff (Wagenaar

et al. 2014).

iii) La region gendmica ARNTr-ITS ha sido planteada como una diana con posibles

limitaciones de especificidad para la deteccién mediante PCR de T. foetus en muestras
prepuciales (WOAH 2018), pudiendo dar lugar a resultados falsos positivos (Frey et
al. 2017; Dabrowska et al. 2019a). Por ello, la existencia de dianas genéticas
alternativas para la confirmacidn de casos positivos se postulaba como una necesidad
que debia ser abordada en la deteccion de T. foetus en muestras prepuciales de toros.
Debido a la escasez de dianas de PCR alternativas, en el trabajo expuesto en la
presente memoria de tesis doctoral se disefid una nueva PCR en tiempo real que
incluia una sonda especifica (\VV21) para la deteccion de T. foetus (Articulo 4) basada
en el gen EF1-alfa-Tfl. Dicha diana genética ha sido previamente empleada para la

deteccidn de T. foetus en muestras prepuciales de toros mediante la técnica LAMP y
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con la que se obtuvieron buenos resultados en referencia a su sensibilidad (0,5
trofozoitos/mL) y especificidad (al no obtenerse amplificaciones con muestras que
contenian Pentatrichomonas hominis y Tetratrichomonas spp., protozoos
comunmente confundidos con T. foetus) (Oyhenart 2018). De acuerdo con los
resultados obtenidos, el protocolo V21 mostrd una concordancia muy elevada con la
PCR de referencia (coeficiente kappa de Cohen= 0,967, VPP=1y VPN=0,98), que,
junto con el hecho de tratarse de una PCR en tiempo real con un control interno de
reaccion para detectar inhibiciones (y por tanto minimizar resultados falsos
negativos), lo convierten en un protocolo de PCR muy prometedor para la

confirmacion de casos positivos a T. foetus en muestras de lavados prepuciales.

Volviendo al diagnostico de la CGB, a pesar de la demostrada utilidad y ventajas de la
deteccion de Cfv mediante técnicas de PCR, el cultivo sigue siendo la técnica de
referencia para el diagnostico de esta patologia en ganado bovino (WOAH 2021), como
ya se ha citado con anterioridad. Sin embargo, debido a que el cultivo de Cfv (agente
etioldgico de la CGB) presenta una limitada sensibilidad en muchos escenarios (Chaban
et al. 2013; Monke et al. 2002; Koya 2016), existen muchos laboratorios de diagndstico
donde no se emplea el cultivo para la deteccién de Cfv en muestras prepuciales. Asi,
aunque se han descrito diferentes estrategias para maximizar el aislamiento de Cfv a partir
de muestras prepuciales de toros (Lander 1990a, b; Hum et al. 1994; Monke et al. 2002;
Chaban et al. 2013), no existe hasta la fecha un protocolo estandarizado, siendo esta falta
de armonizacion el punto de partida para el Articulo 5. Cabe citar, ademas, que la mejora
en el aislamiento de Cfv mediante cultivo no es relevante Unicamente para el diagndstico
de CGB en toros sospechosos, sino que disponer de las cepas aisladas es fundamental

para el desarrollo de autovacunas en caso necesario, la caracterizacion de dichos aislados
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para llevar a cabo estudios epidemioldgicos, de resistencia a antibioticos, factores de
virulencia, etc. En este contexto, en el citado Articulo 5 (“Time, temperature and media:
the three keys to improve the recovery of Campylobacter fetus subsp. venerealis from
preputial bull samples ) se compararon distintas combinaciones de medios de transporte
(evaluando también el impacto que el tiempo y la temperatura de conservacion podian
tener sobre la viabilidad de Cfv), medios de enriquecimiento y de aislamiento (bajo
diferentes condiciones de temperatura y uso o no de filtros) con el fin de maximizar las

posibilidades de aislamiento de Cfv a partir de muestras de lavado prepucial de toros.

El citado trabajo desvel0 varias cuestiones cruciales que se recomiendan implementar

para maximizar la recuperacion de Cfv a partir de este tipo de muestras ya que han
demostrado mejorar significativamente la recuperacién de Cfv:

i) El empleo del medio de transporte Lander (Lander 1990b, a) modificado [el

5- fluoruracilo, debido a que en trabajos previos se ha sugerido que este

compuesto puede limitar el crecimiento de C. fetus (Lander 1990b), se

sustituy0 por anfotericina B de acuerdo al protocolo empleado en

publicaciones anteriores (Ballabene y Terzolo 1992; Martin et al. 2002;

Murinda et al. 2006; Koya 2016)]. En esta linea, es importante destacar que el

empleo de tampdn PBS, a pesar de ser un medio comunmente utilizado para

el transporte de muestras, de acuerdo a nuestros resultados esta totalmente

desaconsejado para mantener la viabilidad de Cfv, debido al reducido nimero

de colonias de Cfv que permite recuperar (Figura 6), de forma similar a a lo

observado en trabajos previos en los que emplean otros medios salinos

(Monke et al. 2002).
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i) El mantenimiento constante de la temperatura desde la toma de muestras hasta
su procesamiento en el laboratorio, ya que, de acuerdo a lo que se ha
observado previamente (Koya 2016), los cambios en la temperatura de
conservacion limitan la supervivencia de C. fetus en la muestra. Asimismo, se
recomienda mantener la muestra preferiblemente a tempertaura ambiente
(21£2°C) frente a refrigeracion (4°C). Este es un punto importante a considerar
por los veterinarios clinicos, asi como por los laboratorios de diagnostico, ya
que la conservacion de muestras de diversa naturaleza en refrigeracion hasta
su procesamiento para la deteccion de distintos patdgenos para maximizar su
viabilidad y evitar el sobrecrecimiento de microorganismos es un
procedimiento comunmente empleado.

iii) El procesamiento de las muestras en el laboratorio lo antes posible tras su
recogida (siempre en menos de 24h) para evitar obtener resultados falsos
negativos. Asi, los resultados obtenidos cuando los ensayos se llevaron a cabo
en 48h en el experimento 1 revelaron la practica ausencia de recuperacion de
Cfv, en consonancia con la previamentente referida escasa capacidad de
supervivencia de este microorganismo fuera del hospedaror (Monke et al.
2002; Chaban et al. 2013).

iv) El empleo del medio de enriquecimiento Preston (Bolton y Robertson 1982),
que, de acuerdo a los resultados del experimento 2 del Articulo 5, permitid la
recuperacion de Cfv en el 100% de los casos, mostrando asi mismo los
recuentos mas altos (siempre por encima de las 300 UFC),
independientemente del medio de cultivo so6lido empleado tras el

enriquecimiento (Figura 7A).
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En términos de enriquecimiento de la muestra, cabe citar que el medio
Brucella también podria considerarse una alternativa valida, dado que el
numero de colonias de Cfv recuperadas que se observo en los ensayos fue
elevado (Figura 7A), especialmente cuando se combinaba con la siembra en
medio solido de cultivo no selectivo SBA (mediana UFC = 222), siendo este
recuento inferior cuando se empleaban medios de especificos (mediana UFC
en medio Skirrow = 109, mediana UFC en medio Prestor agar = 86). Cabe
citar que dicho medio Brucella empleado en este trabajo se modifico
ligeramente en relacion a la receta descrita por Marcelino y colaboradores en
2015 (Marcellino et al. 2015): la cicloheximida fue sustituida por anfotericina
B dada su accion potencialmente tdxica sobre C. fetus (Martin et al. 2002;
Murinda et al. 2006; Koya 2016) y la polimixina B fue eliminada dada su
potencial capacidad de inhibir el crecimiento de ciertas cepas de C. fetus
(Ballabene y Terzolo 1992)]. Es pertinente sefialar que, a pesar de las
diferencias de recuperacion de Cfv observadas en los tres medios solidos de
cultivo a partir del medio de enriquecimiento Brucella en el experimento 2, se
decidié incluir los tres medios de cultivo en los ensayos del experimento 3
(realizado con clinicas muestras de lavados prepuciales expermientalmente
contaminados con Cfv). Esto vino justificado porque, por un lado, con el
medio Preston, el que mostré los mejores resultados y por tanto fue elegido
como medio de transporte para el experimento 3, no se pudieron observar
diferencias entre los tres medios de cultivo dado el elevado crecimiento
detectado en todos ellos, y por otro lado, porque la recuperacion de Cfv en el
experimento 3, al realizarse en muestras clinicas, se esperaba que pudiera

verse afectada por el crecimiento de microorganismos diferentes a Cfv
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presentes naturalmente en los lavados prepuciales, y por ello, podrian
esperarse resultados distintos dependiendo del medio sélido de cultivo
empleado, como confirmaron los resultados obtenidos (discutidos mas
adelante).

Para cerrar las cuestiones relativas a los medios en enriquecimiento, es
pertimente destacar que el medio Bolton, a pesar de que se emplea
comunmente para el enriqucimiento de muestras de agua y alimentos para
recuperacion de diferentes especies del género Campylobacter (Hunt et al.
2021), de acuerdo a nuestros resultados, ha demostrado no ser util para el
aislamiento de Cfv a partir de muestras de lavados prepuciales, dado que no
se observo recuperacion de colonias con el uso del mismo (Figura 7A).

V) La incubacion de las placas de medios solidos de cultivo a 37°C. En el
experimento 3 se evaluo la incubacion tanto a 37°C como a 42°C, esta ultima
opcién como alternativa para incrementar la sensibilidad de recuperacién de
Cfv, dado que ciertas cepas de este patdgeno (incluyendo la empleada en los
tres experimentos del Articulo 5) son capaces de crecer a 42°C, mientras que
muchos microorganismos que puedan estar presentes en las muestras de
lavados prepuciales pueden ver reducida o incluso eliminada su capacidad de
crecimiento a esa temperatura. Sin embargo, los resultados obtenidos
mostraron que incubacion a 42°C no redujo de forma notable el crecimiento
de microorganismos contaminantes, mientras que Si  disminuyo
significativamente la probabilidad de aislamiento de Cfv (Tabla 6 y Figura
7B), especialmente cuando se combinaba con el uso de filtracién previa a la
siembra de la muestra en el medio sélido de cultivo [otro de los abordajes

dirigidos a limitar el crecimiento de contaminantes y que ya se habia sefialado
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en trabajos previos que podia limitar la recuperacion de C. fetus (Clark et al.
1974)]. Ademas, teniendo en cuenta que no todas las cepas de Cfv son capaces
de crecer a 42°C, la incubacidn a esta temperatura podria contribuir a obtener
resultados falsos negativos incluso con muestras clinicas con un bajo nivel de
presencia de se desaconseja la incubacion a 42°C.

El empleo de los medios de cultivo solido selectivos Bolton o Skirrow
preferiblemente sin filtracion pasiva previa de la muestra o, en su caso,
empleando filtros de 0,65 um.

Respecto al empleo de filtracion del medio de enriquecimiento previo a su
cultivo en el medio solido empleando filtros de 0,45 pm o 0,65 pm, cabe citar
gue es una estrategia que ha demostrado previamente su capacidad para
reducir la presencia de microorganismos contaminante y protocolos de
aislamiento de Cfv y otras especies del género Campylobacter (Chaban et al.
2013). En consonancia con ello, los resultados obtenidos con el grupo de
grupo 1 de muestras del experimento 3 del Articulo 5 demostraron que el uso
de filtros de 0,45 pm disminuia significativamente el crecimiento de
contaminantes en las placas de medio de cultivo (Tabla 6), si bien también
disminuia la probabilidad de recuperacion de Cfv. Por ello, el uso de filtros de
0,45 um estaria desaconsejado de acuerdo a los resultados obtenidos.

El uso de medio de cultivo so6lido no selectivo SBA estaria desaconsejado, ya
que, aungue los resultados obtenidos con el grupo 1 de muestras mostraron que
la capacidad de recuperacion de Cfv (100% sin el uso de filtros, 87,5% con
filtros de 0,65 pum) fue similar a la obtenida con medios sélidos selectivos
(100% tanto sin el uso de filtros como con el uso de filtros de 0,65 um), se

observo un alto porcentaje de contaminaciones (Tabla 6).
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Por otro lado, en lo que respecta a los medios de cultivo sélido, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en términos de
aislamiento de Cfv en los resultados obtenidos con ambios grupos de muestras
del experimento 3 (grupo 1 y grupo 2) entre los dos medios selectivos
evaluados (Tabla 6), teniendo en cuenta el efecto de la temperatura y el uso de
los filtros. Por tanto, ambos medios, Preston y Skirrow, serian adecuados para
el aislamiento de Cfv a partir de muestras de lavados prepuciales. Estos
resultados no coinciden con lo describo por Chaban y colaboradores (Chaban
et al. (2013), donde la mejor opcion para la recuperacion de Cfv fue el empleo
de filtros de 0,65 de poro empleando el medio de cultivo no selectivo SBA, en
comparacion con el uso de medio Skirrow sin filtracion previa de la muestra.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que en el trabajo de Chaban y
colaboradores se realizaba la siembra del lavado prepucial direcatmente en el
medio sélido de cultivo, sin pasar por un protocolo previo de transporte y

enriquecimiento, por lo que los resultados no son plenamente comparables.

De forma resumida, de acuerdo a los resultados obtenidos en el Articulo 5 se recomienda

que para el aislamiento de Cfv a partir de muestras de lavados prepuciales de toros la

muestra se transporte en el medio Lander, conservandose a temperatura constante hasta

su procesamiento en el laboratorio (preferiblemente a temperatura ambiente (21°C + 2°C)

que en refrigeracion (4°C), en un tiempo maximo de 24h tras la toma de muestra. El

protocolo de cultivo en el laboratorio incluiria un paso previo en enriguecimiento en

medio liquido Preston incubado a 37°C durante 48 h en microaerofilia, seguido del cultivo

en los medios solidos selectivos Preston o Skirrow, con una incubacién de 4 dias a 37°C

en condiciones de microaerofilia. Si bien la filtracion de la muestra enriquecida previa a
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su cultivo en medio solido empleando filtros de 0,65 um de poro ha demostrado que puede
reducir el crecimiento de microorganismos contaminantes en las placas de medio solido,
su posible efecto sobre la sensibilidad de aislamiendo de Cfv en determinados escenarios

ha de tenerse en cuenta a la hora de decidir o no incluir este paso en los protocolos de

aislamiento.
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6. CONCLUSIONES

1. La informacién publicada sobre el papel del toro en los problemas de infertilidad
infecciosa bovina es muy limitada, lo que pone de manifiesto la necesidad de realizar mas
estudios en este ambito que permitan esclarecer el papel de los agentes infecciosos
implicados en los problemas reproductivos de origen infeccioso con el fin de establecer

medidas de prevencién y manejo asi como herramientas de diagnostico.

2. La metagenémica es un abordaje metodoldgico valido para revelar la presencia de
géneros y especies bacterianas, previamente ignoradas o infravaloradas, que puedan jugar

un papel relevante en la infertilidad bovina.

3. El protocolo desarrollado en la presente tesis doctoral a partir de un protocolo de
pirosecuenciacion publicado previamente basado en el gen gyrB (Persson et al., 2012) es
la mejor alternativa técnica, en términos de rendimiento diagndstico, para la deteccion

molecular de Campylobacter fetus en muestras de lavados prepuciales de toros.

4. Hoy en dia existen importantes limitaciones en las alternativas diagndsticas basadas en la
técnica PCR publicadas para la diferenciacion de subespecies C. fetus, lo que dificulta

aclarar la relevancia que estas subespecies pueden tener en la infertilidad del toro.

5. Los protocolos de Nickel et al., 2002 y de Gooking et al., 2002 son inadecuados para la
identificacion molecular de Trichichimonas foetus a partir de muestras de lavados
prepuciales de toros dados los problemas de sensibilidad y especificidad diagndsticas que,

respectivamente, que presentan.
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6. El protocolo de PCR en tiempo real basado en la diana genética EF1-alpha-Tfl
desarrollado en la presente tesis para la identificacion molecular de Trichichimonas
foetus, asi como el protocolo descrito por Ho y colaboradores (1994) basado en el
microsatélite TfRE, han demostrado ser alternativas adecuadas para la confirmacion de
resultados dudosos obtenidos a partir de protocolos de PCR basados en la region
genomica rRNA ITS.

7. EIl protocolo més adecuado para maximizar las probabilidades de aislamiento de
Campylobacter fetus subsp. venerealis a partir de muestras de lavados prepuciales de toros
consiste en el empleo del medio de transporte Lander, conservando la muestra a
temperatura constante hasta su procesamiento en el laboratorio [preferiblemente a
temperatura ambiente (21°C + 2°C)], en un tiempo maximo de 24 horas, continuando con
un paso de enriguecimiento en medio liquido Preston incubado a 37°C durante 48 h en
microaerofilia, seguido de la siembra en los medios sélidos selectivos Preston o Skirrow,

preferiblemente sin filtracion previa, incubados durante 4 dias a 37°C en microaerofilia.
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7. CONCLUSIONS

1. The information published about the role of the bull in bovine infectious infertility is
limited, which highlights the need for more studies in this area to clarify the role of
infectious agents involved in reproductive problems due to infections in order to establish

prevention and management measures, as well as diagnostic tools.

2. Metagenomics is a valid methodological approach to reveal the presence of bacterial
genera and species, previously ignored or underestimated, that may play a relevant role

in bovine infertility.

3. The protocol developed in this doctoral thesis from a previously published
pyrosequencing protocol based on the gyrB gene (Persson et al., 2012) is the best
alternative, in terms of diagnostic performance, for the molecular detection of

Campylobacter fetus on preputial bull samples.

4. There are still important limitations in diagnostic alternatives based on PCR assay
published for the differentiation of C. fetus subspecies, which makes it difficult to clarify

the relevance that these subspecies may have in bull infertility.

5. The protocols of Nickel et al., 2002 and Gooking et al., 2002 are inadequate for the
molecular identification of Trichichimonas foetus from preputial bull samples due to the

limitations of diagnostic sensitivity and specificity that, respectively, they present.

6. The real-time PCR protocol based on the genetic target EF1-alpha-Tf1 developed in this
thesis for the molecular identification of Trichichimonas foetus, as well as the protocol

described by Ho et al. (1994) based on the microsatellite TRE , have proven to be adequate
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alternatives for the confirmation of doubtful results obtained from PCR protocols based

on the rRNA-ITS genomic region.

The most appropriate protocol to maximize the isolation of Campylobacter fetus subsp.
venerealis from bull preputial samples consists of the use of Lander’s transport medium,
keeping the sample at constant temperature until its processing in the laboratory
[preferably at room temperature (21°C = 2°C)], up to 24 hours, following with an
enrichment step in Preston liquid medium incubated at 37°C for 48 h in microaerophilia,
followed by culture in Preston or Skirrow selective agar media, preferably without prior

filtration, incubated for 4 days at 37°C in microaerophilia.
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Anexos

9.1. Lista de acrénimos y abreviaturas

AEMET
ARNTr
ARNr-ITS

CGB
BOE
BoHV
BoHV-1
BoHV-4
BVDV
Cff

Cft

Cfv
ELISA
FAO

FSH
GnRH
HPG
H>S

1A

IC
IFAT
KCI
KoHPO,
LAMP
LH
LOD
MAPA

Mab-ELISA

NaCl
Na:HPO4
NCBI
OMSA
OR
oTuU
PCR
PVA
sp.
spp.
subsp.
UE
UFC

Agencia estatal de meteorologia

Acido ribonucleico ribosémico

Region gendémica que comprende los genes que codifican para el
18S, 5.8S, y 28S ARNTr vy los “internal transcribed spacer” 1y 2
Campilobacteriosis genital bovina

Boletin Oficial del Estado

Herpesvirus bovino

Herpesvirus bovino tipo 1

Herpesvirus bovino tipo 4

Virus de la diarrea bovina

Campylobacter fetus subsp. fetus

Campylobacter fetus subsp. testudinum

Campylobacter fetus subsp. venerealis

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas

Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura

Hormona foliculo estimulante

Hormona liberadora de gonadotropinas

Eje hipotalmico-pituitario-gonadal

Sulfuro de hidrdgeno

Inseminacién artificial

Intervalo de confianza

Prueba de anticuerpos inmunofluorescentes

Cloruro de potasio

Fosfato dipotasico

Loop-Mediated Isothermal Amplification

Hormona luteinizante

Limite de deteccion

Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién, Gobierno de
Espafa

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas basado en anticuerpos
monoclonales

Cloruro sddico

Fosfato disddico

National Center for Biotechnology Information

Organizacion Mundial de Sanidad Animal

Odds ratio

Unidad taxonémica operacional

Reaccion en cadena de la polimerasa

Peso vivo adulto

Género

Especies dentro del género

Subespecie

Uni6n Europea

Unidad formadora de colonia
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9.2. Lista de tablas

Tabla 1: Técnicas de laboratorio actualmente empleadas para la deteccion de C. fetus en muestras
clinicas de toros reproductores. Esta tabla esta basada en la informacion recogida en la OMSA
(WOAH 2021) donde se indican las técnicas empleadas para este fin (Técnica): PCR, reaccién en
cadena de la polimerasa; IFAT, prueba de anticuerpos inmunofluorescentes; Mab-ELISA, ensayo

inmunoabsorbente ligado a enzimas basado en anticuerpos monoclonales.

Tabla 2: Pruebas bioguimicas empleadas para la diferenciacion de C. fetus y sus subespecies de
otras especies dentro del género Campylobacter. Tabla basada en la informacién recogida en el
informe de la Orhanizacion de la Salud Mundial A nimal (WOAH 2021), donde “+”y “-“ indican
la obtencion de resultados positivos y negativos, respectivamente, para las pruebas: i) si presenta
0 no actividad oxidasa, ii) si presenta o no actividad catalasa, iii) si presenta o no crecimiento en
cloruro de sodio al 3.5% (NaCl), iv) si presenta 0 no crecimiento en presencia de glicina al 1 %

y V) si produce o no sulfuro de hidrégeno (H2S) en un medio que contiene 0.02% de cisteina.

Tabla 3. Protocolos de PCR para la deteccion de C. fetus y la diferenciacion de subespecies Cfv

y Cff incluidos en el estudio comparativo recogido en el Articulo 3 de la presente Tesis.

Tabla 4. Protocolos de PCR incluidos para la deteccién de T. foetus incluidos en el estudio

comparativo recogido en el Articulo 4 de la presente Tesis.

Tabla 4. Composicion de cada medio de transporte incluido en el estudio comparativo en un
volumen final de 250 mL. Todos los compuestos fueron disueltos en agua destilada. Se indica de
izquierda a derecha: Weybridge (We), Lander (La), Thomann (Th), Stuart (St) and PBS (P) con

un pH final de 7.4.

Tabla 5. Composicion de cada medio de enriquecimiento y de cultivo empleado en un volumen
final de 250mL. Todos los compuestos fueron disueltos en agua destilada. Los medios de
enriquecimiento fueron dispensados en tubos (12mL) mientras que los medios de cultivo fueron

plagueados. Se indica de izquierda a derecha: medio de enriquecimiento Preston (Pr), medio de
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enriquecimiento Brucella (Br), medio de enriquecimiento Bolton (Bo), medio de cultivo Skirrow

(Sk), medio de cultivo Preston (Pr-ag) y medio de sangre de oveja al 5% (SBA).

Tabla 6. Coeficientes y OR (Odd ratio) del modelo de Poisson usadopara establecer la relacion
entre UFC observadas en el medio Skirrow dependiendo del medio de transporte y combinacion
de tiempo y temperature [12RF12RT: refrigeracion durante 12h (4°C) seguido de 12h a
temperatura ambiente (21°C+2°C), 12RT12RF: 12h a temperatura ambiente seguido de 12h en
refrigeracion, 24RF: refrigeracion durante 24h y 24h a temperatura ambiente]. La referencia

empleada en el modelo fue: PBS y 24RT.

Tabla 7. Resultados del ensayo diagnostico llevado a cabo con muestras prepuciales de toros
enriquecidas con Cfv usando como medio de transporte Lander y preston como medio de
enriquecimiento. Se muestra el porcentaje de C. fetus subsp. venerealis recuperado (% de UFC
recuperado) y el percentage de platos contaminados (% de contaminantes) del grupo 1 de muestras
(n=12) y grupo 2 (n=20) en Preston, agar sangre (SBA) y Skirrow bajo diferentes condiciones de
cultivo: a 37°C 0 42°C sin el empleo de filtros (Sin filtro) o con el uso de filtros de 0.65 um o 0.45
um. NA: condiciones no analizadas. Cada cultivo fue realizado por dupicado (cada muestra fue

cultivada dos veces en paralelo).

9.3. Lista de figuras

Figura 1. Esquema morfolégico de T. foetus. Dibujo basado en la imagen tomada por microscopia
electrdnica publicada en el trabajo (de Andrade Rosa et al. 2013). Se muestran los tres flagelos

anteriores (FA), la membrana ondulante (MO), el axostilo (A) y el flagelo posterior (FP).

Figura 2. Cebador sentido (TFF2 5°’-GCGGCTGGATTAGCTTTCTTT-3"), antisentido (TFR2
5’- GGCGCGCAATGTGCAT-3’) y sonda (TRICHP2 5’-6-FAM-ACAAGTTCGATCTTTG-
MGB-BHQ-3) empleadas por el trabajo de McMillen y Lew (2006) para la deteccion de
Tritrichomonas foetus en muestras clinicas y su localizacion dentro de la diana ARNr-ITS (18S,
5.8S,y 28S ARNr y los ‘internal transcribed spacer’ 1y 2).
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Figura 3. Relacion del objetivo general y las hipotesis y objetivos especificos de la presente tesis
con los diferentes capitulos y articulos llevados a cabo para alcanzar dichos objetivos que den
respuesta a las hipotesis planteadas. La HIPOTESIS 1 plantea que existen microorganismos
causantes de infertilidad en toros en extensivo que no se conocen o que no se consideran en los
analisis diagnosticos rutinarios, a su vez la HIPOTESIS 2 plantea el escaso nimero de trabajos
dirigidos sobre el toro como causa de infertilidad infecciosa en rebafios, mientras que la
HIPOTESIS 3 plantea que la revision sistematica de la literatura cientifica resultaria una
herramienta Gtil para listar los patdgenos descritos hasta la fecha asociados a infertilidad en toros
e identificar las posibles limitaciones respecto al conocimiento sobre la importancia del toro en la
fertilidad de los rebafios por causas infecciosas. Por ello se plantea el OBJETIVO ESPECIFICO
1 para el cual se realizo el trabajo recogido en el ARTICULO 1 del CAPITULO I en el que se
realiza una blsqueda sistemética de la literatura para elaborar un ranking de microorganismos
asociados a infertilidad y establecer potenciales puntos clave en las lagunas sobre el conocimiento
acerca del verdadero papel del macho en relacion a infertilidad infecciosa. En el mismo capitulo
de tesis (CAPITULO 1), se muestra el ARTICULO 2 en que se realiza el estudio metagenémico
(basado en el gen del 16S del ARNr) de 1029 lavados prepuciales para la clasificacion bacteriana
de microorganismos potencialmente asociados a bajos indices de fertilidad en los rebafios, un
trabajo enmarcado dentro del OBJETIVO ESPECIFICO 2 orientado a dar respuesta a la
HIPOTESIS 1y la HIPOTESIS 4 que plantea que el empleo del analisis metagenémico sobre
muestras clinicas de toros reproductores podria ser una herramienta adecuada para la
identificacion de patégenos asociados a problemas de fertilidad incluyendo aquellos que escapan
a los controles rutinarios. La HIPOTESIS 5 plantea que las herramientas moleculares actualmente
implementadas en la deteccién de C. fetus y T. foetus, cultivos y PCR, presentan un margen de
mejora, donde la HIPOTESIS 6 plantea las limitaciones y susceptibilidad de mejora de la PCR
para la deteccion de C. fetus y la diferenciacion de Cfv y Cff en muestras prepuciales, mientras
que la HIPOTESIS 7 plantea las limitaciones para la deteccion de T. foetus mediante PCR. Por
ello se establece el OBJETIVO ESPECIFICO 3y 4 para el cual se realizaron los trabajos
recogidos en el ARTICULO 3y 4 del CAPITULO Il en el que se realizaron estudios comparativos
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de protocolos modificados a partir de protocolos previamente publicados, asi como de nuevos
protocolos de PCR que mejoren el rendimiento diagnostico de C. fetus (y diferenciacion de Cfv
y Cff) (ARTICULO 3) y T. foetus (ARTICULO 4) mediante PCR a partir de lavados prepuciales.
Por dltimo, la HIPOTESIS 8 plantea las limitaciones del cultivo para la deteccion de Cfv y por
tanto de la susceptibilidad de mejora en el diagnostico de la CGB mediante esta técnica. Por ello,
contemplado dentro del OBJETIVO ESPECIFICO 5, se realizé el trabajo recogido en el
ARTICULO 5 del CAPITULO Il en el que se realizo un estudio comparativo de diferentes

medios Yy estrategias de cultivo para la recuperacion de Cfv a partir de muestras prepuciales.

Figura 4. Flujo de trabajo PRISMA para la revision sistematica de la literatura a partir de registros
procedentes de bases de datos (PRISMA 2022) haciendo uso del gestor bibliografico Mendeley

Desktop 1.19.8 (ELSEVIER 2021).

Figura 5. A) Esquema del experimento realizado para la comparacién de medios de transporte.
(volumen final del medio de transporte de 12mL y con una concentracion final de =10*UFC/mL
de Cfv). B) Medios de enriquecimiento y cultivo comparados, donde cada medio de
enriguecimiento (con un volumen final de 12mL) se evalla en paralelo con cada medio de cultivo
y donde cada medio de enriquecimiento fue inoculado con 300uL del medio de transporte (con
un volumen final de 12mL y con una concentracion final de 10*UFC/mL de Cfv), incubado a
37°C durante 48h. Posteriormente 100uL del medio de enriquecimiento fueron sembrados en las
diferentes placas de cultivo, las cuales fueron incubadas a 37°C durante 4 dias en microaerofilia.
C) Grupo 1 de muestras de lavados prepuciales de toro (n=12) inoculadas experimentalmente
(10*UFC/mL de Cfv) para evaluar la tasa de recuperacion de Cfv bajo diferentes temperaturas de
cultivo (42 y 37°C durante 4 dias en microaerofilia) filtrando previamente las muestras con filtros
de 0,65um y 0,45um de diametro de poro asi como sin el uso de filtros; D) Grupo 2 de muestras
(n=20) contaminadas experimentalmente (10*UFC/mL de Cfv) para evaluar la tasa de
recuperacion de Cfv bajo diferentes temperaturas de cultivo (42 y 37°C durante 4 dias en
microaerofilia) filtrando previamente las muestras con filtros de 0,65um y sin el uso de filtros en

los medios de cultivo selectivos Preston y Skirrow.
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Figura 6. Estudio comparativo de medios de transporte. EI nimero de UFC tras el almacenamiento
de los medios de transporte durante 24h (y posteriormente cultivado en medio Skirrow) se muestra
en el eje “Y”. Las cajas indican el 50% de la parte central de la distribucion por cuartiles, las
lineas verticals indican el 1,5 superior del rango intercuartilico, y los puntos negros indican
medidas fuera de rango. Las lineas horizontals dentro de las cajas indican la mediana y los puntos
blancos la media. Las condiciones de tiempo y temperature evaluadas se indicant en la leyenda:
refrigeracién (RF, 4°C) durante 12h seguido de 12h a temperature ambuente (RT, 21°C+2°C) (12h
RF + 12h RT), 12h a temperature ambiente seguido de 12h en refrigeracion (12h RT + 12h RF),

refrigeracién durante 24h (24h RF), y 24h a temperatura ambiente (24h RT).

Figura 7. El nimero de UFC se muestra en el eje “Y”. Las cajas indican el 50% de la parte central
de la distribucion por cuartiles, las lineas verticals indican el 1,5 superior del rango intercuartilico,
y los puntos negros indican medidas fuera de rango. Las lineas horizontals dentro de las cajas
indican la mediana y los puntos blancos la media. En la leyenda se indican los medios de cultivo
(Preston, agar sangre como SBA, y Skirrow) donde se realizé el recuento de UFC. A) Resultados
del recuento en placa de los medios de enriquecimiento previamente inoculados con Cfv
(experimento 2). En el eje “X” se indica en medio de enriquecimiento (Bolton, Brucella and
Preston. PBS as negative control). B) Resultados del recuento en placa del ensayo diagndstico
llevado a cabo con muestras prepuciales inoculadas con Cfv usando Lander como medio de
transporte y Preston como medio de enriquecimiento (experimento 3). Las condiciones de cultivo
indicadas en el eje “X” son: 37°C 0 42°C sin filtracion de la muestra previo al cultivo en placa, o

con el uso de filtros de 0.65um o 0.45um de diametro de poro.
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9.4. Estancias nacionales e internacionales

- Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y Leon (ITACyL). Laboratorio de Biologia
Molecular y Microbiologia. Valladolid, Espafia. Periodo: 1 de octubre de 2018 al 31 de
enero de 2019. Tutor: Dra. Marta Hernandez Pérez.

- Norwegian University of Life Sciences. Faculty of Veterinary Medicine. Department of
Paraclinical Sciences. Bacteriology and Mycology Unit. As, Noruega. Periodo: 1 de

agosto al 31 de octubre de 2022. Tutor: Dra. Sabrina Rodriguez Campos.

9.5. Comunicaciones orales en congresos

- Estudio metagendmico basado en el anlisis de la region V3-V4 del 16S ARNr en
muestras de lavados prepuciales. Coral Polo Vaquero, Teresa Grarcia Seco, Lucas
Dominguez Rodriguez, Marta Hernandez, David Rodriguez Lazaro, Marta Pérez
Sancho. PhDay-VETINDOC 2020. Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense
de Madrid.

- Design of a real-time PCR targeting EF1-alpha-Tf1 gene (EF1al) for Tritrichomonas
foetus identification on preputial bull samples. Coral Polo, Teresa Garcia-Seco,
Almudena Casamayor, Alberto Diez-Guerrier, Victor Fernandez, Lucas Dominguez,

Marta Pérez-Sancho. EAVLD 2021.
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9.6. Comunicaciones mediante poster en congresos

- Comparison of gene targets for Campylobacter fetus PCR-identification using high
throughput sequencing as gold standard. Polo C, Garcia-Seco T, Hernandez M,
Fernandez V, Rodriguez-Lazaro D, Dominguez, L, Pérez-Sancho M. OHEJP ASM 2020.

- A systematic review about infectious cattle infertility highlights a lack of pathogens
detection related to breeding bulls. Coral Polo, Teresa Garcia-Seco, Almudena Néfiez,
Carmen Herranz, Alberto DiezGuerrier, Lucas Dominguez, Marta Pérez-Sancho.
ESDAR 2021.

- Comparative study of adapted transport media to improve Campylobacter fetus subsp.
venerealis culture. Polo C, Garcia-Seco T, Fernandez V, Diez-Guerrier, Dominguez, L,

Pérez-Sancho M. EAVLD 2022.

9.7. Premios

Tercer premio en la VI jornada VETINDOC PhDay Complutense 2020, Facultad de Veterinaria,
Universidad Complutense de Madrid, patrocinado por el Colegio Oficial de Veterinarios de
Madrid, con la comunicacion oral “Estudio metagenémico basado en el andlisis de la region V3-
V4 del 16S ARNr en muestras de lavados prepuciales”. https://veterinaria.ucm.es/vi-vetindoc-

phday

9.8. Colaboracion en tareas docentes

Microbiologia e Inmunologia 2019-2020 (34 horas).

Microbiologia e Inmunologia 2020-2021 (34 horas).

Microbiologia e Inmunologia 2021-2022 (34 horas).
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Organizacion de eventos cientificos

Comité organizador de las V Jornadas de Investigacion en doctorado — PhDay 2020
Complutense. Facultad de Veterinaria.

Comité organizador de las Jornadas de la Mujer y la Nifia en la ciencia 2021
Complutense. Facultad de Veterinaria.

Moderadora en la mesa redonda "Mujeres y ciencia, en mayusculas”. Jornadas de la
Mujer y la Nifia en la ciencia 2021 Complutense. Facultad de Veterinaria.

Moderador de las VI Jornadas de Investigacién en doctorado — PhDay 2021 Complutense.

Facultad de Veterinaria.

9.10. Formacién adicional

Diploma en Anélisis bioinforméatico por la Universidad Pablo de Olavide, Sevilla.
Formato online. Curso 2019-2020.
Cursando el Master en Analisis avanzado bioinformatico por la Universidad Pablo de

Olavide, Sevilla. Formato online. Curso 2022-2023.
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