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PRESENTACIÓN DE LA TESIS 

Esta tesis es un compendio de estudios (un artículo de revisión sistemática y cuatro artículos de 

investigación originales) enfocados en la evaluación del toro como agente responsable de 

problemas de infertilidad de origen infeccioso en rebaños criados en régimen extensivo llevados 

a cabo en el marco de las Ayudas para la realización de Doctorados Industriales en la Comunidad 

de Madrid, convocatoria de 2018, con referencia IND2018/BIO-9246. El presente estudio es fruto 

de la colaboración entre la empresa MAEVA SERVET S.L., que presta sus servicios de 

consultoría, asesoramiento y formación en explotaciones ganaderas, así como el diseño y la 

ejecución 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 artículos de investigación publicados corresponden con el plan de investigación presentado 

en el actual programa de Doctorado en Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid 

(aprobado por Resolución 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 

decisión de publicar la presente memoria de tesis en formato de publicaciones se debe a que estos 

cinco artículos de investigación (cuatro publicados y uno en proceso de revisión) exhiben una 

cohesión temática, profundizando en el abordaje de la identificación, detección y diagnóstico de 

distintos microrganismos causantes de infertilidad en ganado bovino, en concreto en el toro 

empleado como semental en monta natural. La publicación de dichos trabajos científicos denota 

que la doctoranda, a lo largo de la realización de la presente tesis doctoral, ha adquirido 

habilidades para el diseño, el desarrollo y puesta a punto de distintas técnicas de laboratorio y el 

consiguiente análisis de los resultados, así como la aplicación de herramientas informáticas 

empleadas en el diagnóstico y caracterización de microorganismos. Para la publicación de dichos 

artículos científicos y el correcto análisis de los resultados de laboratorio, la doctoranda ha 

complementado su formación previa con el aprendizaje del uso de programas bioinformáticos a 

través de la Diplomatura y Máster en Análisis Bioinformático impartido de forma on line por la 

https://veterinaria.ucm.es/data/cont/media/www/pag-108795/BOE-A-2014-2602%20RUCT%20Doctorado%20Veterinaria.pdf
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Universidad Pablo de Olavide (Sevilla), cursado durante la realización de la presente tesis. Así 

mismo, ha colaborado con investigadores del Instituto Tecnológico Agrario de Castilla y León en 

Valladolid y la Universidad de Burgos, en colaboración con los cuales se han publicado algunos 

de los artículos de investigación presentados en esta memoria. Por último, la doctoranda ha 

colaborado con el Departamento de Ciencias Paraclínicas 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 colaboración corresponde a estudios 

realizados sobre muestras seminales de toros empleados para la cría, relacionado con el tema 

principal de la presente tesis doctoral. 

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

esta tesis doctoral: 

- Artículo 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 García-Seco, 

Alberto Díez-Guerrier, Lucas Domínguez, Marta Pérez-Sancho. Publicado como artículo 

de revisión por la revista Veterinary and Animal Science, en el año 2023, con la referencia 

DOI: 10.1016/j.vas.2023.100284 

- Artículo 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 Hernández, Teresa García-Seco, Víctor Fernández, 

Victor Briones, Alberto Díez-Guerrier, David Abad, David Rodríguez-Lázaro, Lucas 

Domínguez, Marta Pérez-Sancho. Publicado como trabajo de investigación original por 

la revista Research in Veterinary Sciences, en el año 2022, volumen 150, con la referencia 

DOI: 10.1016/j.rvsc.2022.04.019 

- Artículo 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 García-Seco, Marta Hernández, Víctor Fernández, David Rodríguez-Lázaro, 

Joaquín Goyache, Lucas Domínguez, Marta Pérez-Sancho. Publicado como trabajo de 
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investigación original por la revista Theriogenology, en el año 2021, volumen 172, con 

la referencia DOI: 10.1016/j.theriogenology.2021.06.020 

- Artículo 4: Estudio titulado “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”. Coral Polo, 

Teresa García‑Seco, Víctor Fernández, Marta Hernández, Víctor Briones, Alberto 

Díez‑Guerrier, Lucas Domínguez, Marta Pérez‑Sancho. Publicado on line como trabajo 

de investigación original por la revista Parasitology Research en el año 2022, con la 

referencia DOI: 10.1007/s00436-022-07487-7 

- Artículo 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, 

García-Seco T, Fernández V, Briones V, Díez-Guerrier, A, Álvarez, J, Domínguez, L, 

Pérez-Sancho M. En revisión. 
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RESUMEN 

La ganadería bovina extensiva en España es un sector caracterizado por su orientación prioritaria a 

la producción de carne y cuyo objetivo principal desde un punto de vista productivo es maximizar 

la producción de terneros por vaca y año. Los sistemas de explotación 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. España fue el tercer país en 

producción de vacuno de carne en la Unión Europea (UE) en 2020, habiendo generado el 24% de 

la carne de ternera. No obstante, los índices de fertilidad anual media de este sector en España son 

menores en comparación al resto de la UE (69% vs. 80%, respectivamente, en el año 2020), lo que 

repercute negativamente en la eficiencia de la producción. La infertilidad de etiología infecciosa es 

especialmente relevante en ganado bovino criado en extensivo, donde el macho desempeña un papel 

importante ya que un único macho (o un grupo muy reducido) puede emplearse para la cubrición 

de varias hembras. 

La presencia de patógenos causantes de infertilidad en machos y la transmisión venérea de 

patógenos 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 rebaño. 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 rebaños bovinos en extensivo, mediante el estudio de los 

patógenos asociados a infertilidad en el macho, así como la evaluación y/o desarrollo de 

herramientas diagnósticas de última generación y tradicionales, con especial atención a aquellas 

más comúnmente empleadas, como son el cultivo y la técnica de PCR (reacción en cadena de la 

polimerasa), para la detección de Campylobacter fetus  y Tritrichomonas foetus. Estos son dos 

patógenos asociados a infertilidad en bovino de reconocida importancia, tanto en España como a 

nivel mundial, para los cuales no existen tratamientos eficaces y que suelen cursar con infecciones 

asintomáticas en los toros que pueden actuar como portadores pasando fácilmente desapercibidos y 

dificultando su control.  
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En este contexto, en la presente Tesis se llevó a cabo una revisión sistemática de la literatura 

científica mediante cadenas de búsqueda en PubMed, Scopus y Web of Science. Fueron 

seleccionados 38 artículos (de un total de 2.224) desde 1966 hasta 2022 en los cuales se relacionaba 

la presencia de 27 patógenos diferentes con problemas reproductivos en rebaños compuestos por 

machos o ambos sexos. Los patógenos más frecuentemente detectados fueron: Herpesvirus bovino 

(BoHV) (identificado por el 26,3% del total de trabajos seleccionados), C. fetus (23,7%), T. foetus 

(18,4%), y el virus de la diarrea vírica bovina (BVDV), Ureaplasma spp., y Mycoplasma spp. 

(10,5%). Destacó la ausencia de algunos patógenos 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 realizó un estudio metagenómico en 1029 muestras de lavados prepuciales de machos 

criados en régimen extensivo en España (una muestra por toro, donde 944 procedían de animales 

procedentes de rebaños con bajas tasas de fertilidad y 85 de animales procedentes de rebaños 

reproductivamente sanos). El estudio se realizó mediante el análisis de la región 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 índices 

Shannon (p-valor = 0,745) y Simpson (p-valor = 0,403), y ii) diversidad beta mediante el índice 

Bray-Curtis que no mostró diferenciación de grupos en base a diferencias en el éxito reproductivo. 

No obstante, el análisis individual de las unidades taxonómicas operativas (Operational Taxonomic 

Unit, OTU) mostró la presencia de un género, Mycoplasma spp. significativamente asociado a 

infertilidad (p-valor < 0,001). Así mismo, se identificó C. fetus en el 2,75% de las muestras, todas 

ellas procedentes de rebaños con bajos índices 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 

patógenos oportunistas así como sobre los factores que desencadenan su potencial capacidad 

patógena. Por último, este estudio subrayó el potencial que tienen nuevos abordajes metodológicos 

disponibles actualmente, como la metagenómica, en el estudio de la infertilidad bovina de carácter 
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infeccioso para la detección 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 diagnósticas de microorganismos de conocido efecto sobre 

la fertilidad bovina, esta tesis se centró en dos patógenos, C. fetus y T. foetus. Respecto al 

diagnóstico de C. fetus mediante la técnica PCR, se realizó un estudio comparativo de protocolos 

dirigidos sobre diez dianas moleculares: i) los genes 16S del ARNr, gyrB, cpn60, cstA, cdtB y nahE 

para la identificación de la especie C. fetus, y ii) los genes ISCfe1, sapB2, parA y virB11 para la 

diferenciación 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 pirosecuenciación 

sobre el gen gyrB que mejoraba las ratios de detección de C. fetus en muestras prepuciales de toros 

(siendo capaz de detectar el 95,1% de las muestras positivas) en comparación con otros protocolos 

de PCR previamente publicados. La diferenciación de subespecies de C. fetus es importante para el 

diagnóstico de la campilobacteriosis genital bovina (CGB), enfermedad de declaración obligatoria 

causada por Cfv, sin embargo, los resultados del trabajo demostraron la dificultad para la 

discriminación de subespecies mediante las técnicas PCR evaluadas. 

Respecto a T. foetus (causante de la tricomonosis, enfermedad de declaración obligatoria en 

España), se evidenció la escasez de dianas genéticas disponibles para su detección mediante PCR 

siendo la práctica totalidad de estos protocolos basados en la región que comprende el gen del 18S, 

5.8S, y 28S del ARN ribosómico y los espaciadores internos de la transcripción 1 y 2 (ARNr-ITS). 

Esta región es altamente homóloga en el género Tritrichomonas, lo que podría dar lugar a reacciones 

cruzadas con otras especies. Así, se seleccionaron cinco protocolos publicados basados en esta diana 

para evaluar su rendimiento diagnóstico. La disponibilidad de dianas alternativas para la 

confirmación de casos positivos a T. foetus en muestras clínicas puede ser de gran interés. Sin 

embargo, tan solo se han descrito: i) el microsatélite TfRE para el que existe publicada una única 

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 información publicada. En esta 

situación, en la presente Tesis, se diseñó y evaluó una nueva técnica PCR basada en el gen EF1-
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alfa-Tf1. Este protocolo presentó una elevada concordancia (coeficiente kappa de Cohen = 0,967) 

con la técnica de PCR tomada como referencia [McMillen y Lew, 2016 (señalada por la WOAH 

como opción válida para la detección de T. foetus). Asimismo, esta nueva técnica fue capaz de 

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

Por último, se estableció un protocolo de cultivo (técnica de referencia para el diagnóstico de la 

CGB) para Cfv a partir de muestras clínicas 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±2ºC y 4ºC) y tiempo (24h y 48h) para el transporte de 

las muestras, y diferentes estrategias de cultivo en placa [empleo de filtros (de 0,45µm y 0,65µm de 

diámetro de poro) y temperaturas de cultivo (37ºC y 42ºC)] con el objetivo de limitar el crecimiento 

de microorganismos que pudieran competir con Cfv para maximizar su recuperación. 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±2ºC, en combinación 

con el medio de enriquecimiento Preston (cultivado a 37ºC durante 48h) y posteriormente sembrado 

en los medios sólidos Preston o Skirrow incubados a 37ºC durante 4 días en microaerofilia.  

En conclusión, los resultados de la presente memoria de Tesis  doctoral demuestran la necesidad de 

realizar más estudios acerca de las causas de infertilidad bovina de carácter infeccioso centrados en 

el verdadero papel del macho, así como de la utilidad de nuevas técnicas moleculares como los 

análisis metagenómicos, para la detección, estudio, y en última instancia, control de 

microorganismos que puedan estar pasando desapercibidos mediante herramientas diagnósticas de 

uso rutinario. De igual modo, en referencia a las técnicas diagnósticas rutinarias más comúnmente 

empleadas para la detección 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 diagnóstico, 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 ISCfe1, 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 

ºC and 4 ºC) and time (24 h and 48 h) for sample transport, and different plate culture strategies 
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[filters use (0.45 µm and 0.65 µm pore diameter) and culture temperatures (37 ºC and 42 ºC)] 

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 ºC, in combination with Preston’s enrichment medium (cultured at 

37 ºC for 48 h), and subsequently cultured in Preston or Skirrow agar media incubated at 37 ºC 

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. INTRODUCCIÓN

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

El informe de la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 

(FAO), titulado “How to Feed the World in 2050” (Le Mouël y Forslund 2017) prevé que la 

población mundial se sitúe en una cifra en torno a los 9.000 millones de personas para el año 

2050. Para cubrir las necesidades alimentarias de la población futura, la FAO estima que es 

necesario aumentar la producción total de alimentos aproximadamente un 70% con respecto a la 

producción actual, donde la producción de carne debería aumentar en más de 200 millones de 

toneladas anuales (Le Mouël y Forslund 2017). Esta perspectiva de futuro, unida a la necesidad 

de establecer sistemas productivos capaces de adaptarse al cambio climático que se viene 

registrando desde hace décadas, de acuerdo a lo expuesto en última Cumbre Mundial por el 

Cambio Climático (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 inversión en investigación y desarrollo para un crecimiento 

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

Del mismo modo, este crecimiento en la producción animal está contemplado en un informe de 

la Comisión Europea de 2020 titulado “Future of EU livestock: how to contribute to a sustainable 

agricultural sector?” (Peyraud y Macleod 2020) que recoge información sobre cómo la ganadería 

en la actualidad afecta de forma negativa al entorno a través del consumo de recursos y la 

alteración de flujos físico-químicos tan importantes para la vida en el planeta como son el ciclo 

de los nutrientes, los gases de efecto invernadero o las sustancias tóxicas que tienen a su vez un 

impacto negativo en la salud humana y animal así 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 más del 70% de las emisiones de gases de efecto 

invernadero (Cusack et al. 2021), contribuye a la contaminación de aguas mediante la 
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acumulación de nitratos y fosfatos (Cesoniene et al. 2019), y presenta una baja eficiencia con 

respecto a la conversión 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 

previsión futura sobre la producción 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 más competitivos y eficaces con un impacto ambiental mínimo 

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

En términos generales, el sector bovino se puede diferenciar en dos grupos principales en función 

de su aptitud: i) el destinado a la producción de leche donde la producción se lleva a cabo, 

principalmente, a través de sistemas intensivos y ii) el destinado a la producción de carne donde 

existen explotaciones de vacas nodrizas y toros reproductores, cuyo principal objetivo es 

maximizar la producción de terneros por vaca y año, y que suelen ser criados en sistemas de 

producción extensivos (Gonzalez-Rodriguez 2016; Endres y Schwartzkopf-Genswein 2017; 

MAPA 2020). No obstante, es importante considerar que en España existen cebaderos para el 

engorde de los terneros destetados, en una fase previa a la comercialización de su carne y otros 

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

 

1.2. El sector vacuno de carne y la ganadería extensiva: importancia ambiental y económica 

 

 

Frecuentemente, hablar de ganadería extensiva en España equivale a hablar de explotaciones 

gestionadas por núcleos familiares ligados a espacios rurales (Gonzalez-Rodriguez 2016), con un 

número reducido de cabezas de ganado por explotación destinadas fundamentalmente a la cría de 

terneros (MAPA 2018, 2020) y donde rara vez se emplea la inseminación artificial (IA) (Joya et 

al. 2011) como sistema de reproducción, siendo la monta natural el método más ampliamente 

empleado (Montoya-Monsalve et al. 2021). Las cubriciones se realizan cuando las nodrizas, tanto 

vacas como novillas (eralas si son novillas de 2 años y utreras si tienen 3 años), entran en periodos 
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de celo. El celo suele ser cíclico cada 21 días, 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 año (D’Occhio et al. 2019), o 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 

año muy concretos, de tal modo que el desarrollo embrionario y los partos tengan lugar cuando 

las condiciones ambientales sean las más idóneas (Griffith et al. 2017; Madruga et al. 2019). Esto 

se traduce en una dependencia de los sistemas bovinos extensivos con respecto a las 

características del terreno, las condiciones climáticas y la disponibilidad de recursos naturales 

donde son criados los animales (Rubio y Roig 2017; Gaitán et al. 2020), p.ej., en España es común 

que el ganado bovino criado en extensivo se alimente durante casi la totalidad del año de pastos 

que crecen en el medio (Gonzalez-Rodriguez 2016; Rubio y Roig 2017). Se ha de considerar que 

España es uno de los Estados miembros de la Unión Europea (UE) con una mayor extensión de 

terreno y diversidad de sistemas ganaderos en extensivo (basados en el aprovechamiento de 

pastos) en comparación con el resto de países de la UE (San Miguel Ayanz et al. 2016). Debido 

a estas características de la producción bovina extensiva en España, este sector es especialmente 

vulnerable a los efectos del cambio climático en nuestro país.  

Pese a los potenciales efectos negativos previamente mencionados de la ganadería bovina en el 

medio, esta también puede contribuir a reducir los efectos negativos asociados a la producción 

animal a través de estrategias muy diferentes, como por ejemplo el empleo de los desechos como 

fertilizantes orgánicos en el sector agrícola o el favorecimiento de sistemas de explotación 

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; Rodríguez-Rojo et al. 2022). El 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 patógenos y 

enfermedades emergentes (Morand 2020), presumiblemente esta relación puede explicarse 

mediante la hipótesis empleada en el ámbito de la ecología llamada ‘dilution effect’ con la que 

poblaciones con un mayor número de especies diferentes, en las que existen multitud de relaciones 

como p.ej depredador-presa o parásito-hospedador, entorpecen de forma directa o indirecta la 

transmisión de patógenos (Rohr et al. 2020). Por otra parte, en España, el sector vacuno criado en 

régimen extensivo se basa en su mayoría en variedades autóctonas y sus cruces (pertenecientes a 

la especie Bos taurus) (Gonzalez-Rodriguez 2016; MAPA 2016), donde las variedades autóctonas 

están adaptadas al medio y, por consiguiente, permiten obtener una producción más eficiente (de 

la que se obtendría si los animales se vieran sometidos a estrés ambiental al vivir en entornos para 

los que no están 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 mitigación de los efectos del cambio climático en la 

ganadería (Herrera 2020). 

La ganadería bovina extensiva en España no solo es un sistema de producción potencialmente 

adecuado para minimizar y mitigar los efectos del cambio climático, sino que, además, resulta ser 

un sector importante en la economía del país. El sector de vacuno de carne representa 

aproximadamente el 14,3% de la producción ganadera y el 5,5% de la producción agraria (MAPA 

2021). En la UE, España fue en 2020 el tercer país 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 

españolas 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 económica del sector bovino extensivo en España, cabe destacar que 

el mantenimiento de sistemas de aprovechamiento de pastos mediante la ganadería extensiva 
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implica la existencia de una actividad económica que produce alimentos de elevada calidad 

nutricional, la creación de puestos de trabajo en territorios económicamente marginales (p.ej. 

espacios rurales), el empleo como medida para la prevención de incendios forestales y en la 

conservación de determinados hábitats y especies ( Rubio y Roig 2017), servicios invaluables 

desde un punto de vista económico. 

No obstante, la ganadería bovina extensiva en España, tal cual la conocemos hoy en día, 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 

económicas debidas a problemas de infertilidad en los rebaños que se traducen en una 

disminución 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 ecológica (Peyraud y Macleod 2020). 

Por todo ello, la mejora de la fertilidad de los rebaños bovinos extensivos en España es una de las 

estrategias a seguir en pos de la optimización de la eficiencia de estos sistemas de producción así 

como de la potenciación de la eficiencia económica de los mismos y la disminución de su huella 

ecológica. 

 

1.3. La infertilidad en las explotaciones extensivas bovinas 

 

 

Respecto a la definición de infertilidad bovina, cabe destacar la ausencia de un consenso a nivel 

internacional, pudiéndose considerar similar a la definición establecida en humanos entendida 

como la incapacidad para la producción 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 

producción 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 hablaría de 



Introducción 

36 
 

esterilidad. De este modo, los conceptos de infertilidad y subfertilidad abarcan desde la etapa de 

formación de gametos viables y su capacidad para que tenga lugar la fecundación, hasta la fase 

de desarrollo embrionario y fetal durante la gestación incluyendo la etapa perinatal de los terneros 

(Givens 2006). Existen diferentes parámetros mediante los cuales se evalúa la fertilidad de los 

rebaños bovinos, pero el índice más importante para la medida de la fertilidad en rebaños en 

extensivo es el porcentaje de terneros destetados por año con respecto al total de vacas nodrizas 

(MAPA 2018, 2020).  

En España, de acuerdo con la publicación de Sanz y colaboradores (Sanz et al. 2013), la fertilidad 

media de la cabaña 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 situación de vacuno extensivo en 2016 indicó que 

la fertilidad media de los rebaños en España se situaba en el 68% mientras que en la UE era del 

86% (Gonzalez-Rodriguez 2016). Datos más recientes procedentes del Ministerio de Agricultura, 

Pesca y Alimentación del Gobierno de España (MAPA), indican que en el sector vacuno de carne 

la fertilidad media en 2020 de la cabaña ganadera española [relación entre el número total de 

terneros registrados en el año (total hijos) y el número de vacas nodrizas presentes (total madres), 

expresada en porcentaje] fue de un 69,5% (SITRAN 2021). No obstante, la fertilidad varía en 

función 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 Avileña-Negra Ibérica, 

con un 75,57% (SITRAN 2021). Estos datos también varían en función de las distintas zonas de 

producción, donde la zona de dehesa cuenta con un valor medio de 71,5%, situándose por delante 

de la cornisa cantábrica (68,2%) y el pirineo (65,2%) (SITRAN 2021). Estos datos sugieren que 

los índices de fertilidad de los rebaños podrían depender del medio en el que son criados los 

animales, así como la variedad de los mismos. No obstante, también interfieren otros muchos 

factores como el manejo de la reproducción en explotaciones ganaderas o la presencia de 

patógenos causantes de infertilidad, pudiendo afirmar, por tanto, que las causas de infertilidad en 

bovino son múltiples. 
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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 

fisiológicos que tienen lugar desde el desarrollo embrionario hasta el fin de la pubertad, lo que 

permitirá, con la implicación de ambos sexos (machos y hembras), llevar la gestación 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 preñez en las hembras). En la presente 

memoria de tesis doctoral, se han dividido las causas de infertilidad bovina en función de su 

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

 

1.4.1. Causas de infertilidad bovina de carácter no infeccioso 

 

 

Las causas de infertilidad de carácter no infeccioso abarcan multitud de factores muy diversos. El 

correcto manejo de los animales es fundamental para obtener buenos índices de fertilidad. Es 

importante tener en cuenta el peso vivo adulto (PVA) de las nodrizas para determinar cuándo 

pueden emplearse para la cría (PVA en torno al 65% o superior), ya que dicho índice parece ser 

un indicativo de fertilidad mucho más adecuado que otros, como por ejemplo, el de la edad 

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

De igual modo, la alimentación de la hembra durante el periodo gestacional es crucial para llevar 

a término con éxito la gestación así como la cría 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 

tóxicas como Datura stramonium o Taxus baccata (Cortinovis y Caloni 2015) que pueden afectar 

de forma negativa a su estado físico, y en consecuencia a su capacidad reproductiva. A parte de 

las plantas catalogadas como tóxicas para el ganado, durante periodos de sequía, 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 conversión en amonio, resultando de este 

modo tóxicas 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 

rebaños y que presentan gran relevancia en el mantenimiento de un buen nivel productivo en las 

explotaciones, p.ej. el empleo de programas de vacunación contra enfermedades de carácter 

infeccioso (Czerkawski et al. 2013) o, como indican estudios recientes, la importancia que podrían 

tener las poblaciones microbianas del rumen de hembras empleadas para la cría (Terry et al. 

2021). Por supuesto, las enfermedades infecciosas y parasitarias pueden jugar un papel crítico 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 fenotípicos 

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 comúnmente a fertilidad tienen una heredabilidad muy baja (Moorey y Biase 2020; 

Meier et al. 2021) y parece que podría 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 más 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 índices de fertilidad en la 

descendencia que a su vez será empleada para la cría. 

Otro factor que puede afectar negativamente a la fertilidad de los rebaños son aquellas lesiones 

que tengan como consecuencia la incapacidad de producir descendencia viable, p.ej., la torsión 

de útero en las hembras debido a un peso excesivo del feto o parálisis obstétrica (Aubry et al. 

2008; Zekarias et al. 2019), así 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 climáticos tienen sobre la 

fertilidad del ganado bovino. El rango de temperatura considerada neutral en ganado bovino 

(temperatura corporal ≈38-39°C) se sitúa 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 países 

templados, el estrés por calor durante los veranos es un factor importante relacionado con la 

infertilidad de los rebaños (Rutledge et al. 1999; De Rensis y Scaramuzzi 2003; Morrell 2020). 

Dicho estrés debido al calor parece reducir la duración e intensidad del estro y aumentar la 

incidencia del anestro y de ovulación silenciosa (De Rensis y Scaramuzzi 2003). La formación 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 disminución del flujo sanguíneo al útero 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 exposición a temperaturas muy bajas. Los ambientes muy 

fríos también alteran el sistema metabólico y endocrino para ayudar a mantener el calor corporal 

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

 

 

Por otra parte, entre las causas infecciosas de infertilidad en ganado bovino, podemos encontrar 

multitud de publicaciones científicas sobre agentes infecciosos, pudiéndose diferenciar cuatro 

grupos de patógenos: i) bacterias, ii) parásitos iii), virus y iv) hongos (Givens 2006; Givens y 

Marley 2008; Yoo 2010).  

Muchos de estos agentes infecciosos son zoonósicos. 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 área de interés en el campo 

de la sanidad animal sino que también puede serlo en el área de la salud pública ya que los 

animales pueden ayudar a mantener estos patógenos en circulación y contribuir a su transmisión 

al hombre.  

Algunos de los patógenos asociados a infertilidad bovina se consideran patógenos primarios como 

Tritrichomonas foetus, mientras que otros se clasifican como patógenos oportunistas [como 

Aspergillus spp. (Yoo 2010), o Ureaplasma diversum (Díaz et al. 2019; Santos Junior et al. 

2021)]. En términos generales, muchas bacterias producen sustancias antimicrobianas que 

controlan la colonización del medio por parte de otras bacterias en una relación competitiva. 

Cuando esta población bacteriana se ve alterada, la proliferación excesiva de unas pocas especies 

normalmente genera síntomas indeseados en los animales. Uno de estos síntomas en bovino, y 

otras especies de mamíferos, puede ser la infertilidad en hembras por el desarrollo de afecciones 

como p.ej. la vaginosis debida a disbiosis u otros fenómenos que alteran la composición 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 observó 

que las coinfecciones causadas por el herpesvirus bovino tipo 4 (BoHV-4) y la bacteria 
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Histophilus somni parecían extender el periodo de servicio de las vacas afectadas. No obstante, 

esta clase de trabajos es muy escasa por lo que es difícil valorar el impacto de las coinfecciones 

y relaciones sinérgicas entre patógenos en los problemas de fertilidad del ganado bovino. La 

implementación de herramientas laboratoriales, como técnicas metagenómicas, que permitan 

estudiar la composición de poblaciones microbianas en el tracto reproductor de hembras y machos 

permitiría arrojar luz en este campo. 

Dentro del amplio número de patógenos asociados a infertilidad, la patogenia y la manifestación 

clínica de algunos de ellos puede variar en función de diferentes variables, como el sexo. De este 

modo, Campylobacter fetus subsp. venerealis (Cfv) produce frecuentemente una infección 

asintomática 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 

o mortalidad embrionaria y fetal (WOAH 2021). Del mismo modo, Tritrichomonas foetus da 

lugar a una infección normalmente asintomática en machos capaz de mantenerse durante largos 

periodos de tiempo, mientras que en las hembras es responsable de inflamación genital y muerte 

embrionaria (Michi et al., 2016).  

Para añadir un elemento más 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 síntomas característicos de la infección o puede ser un síntoma secundario producto de la 

debilidad del animal y su mal estado fisiológico, por lo que la asociación de algunos patógenos a 

infertilidad infecciosa en bovino resulta ser un tema controvertido. Dos ejemplos de estas dos 

situaciones son Brucella abortus y Echinococcus granulosus, respectivamente. Así, B. abortus  

afecta de forma directa al parénquima testicular en toros disminuyendo la calidad espermática 

(Joya et al. 2011) lo que se traduce en bajos índices de fertilidad. Por su parte, E. granulosus 

puede causar debilidad y un mal estado fisiológico que derive en problemas reproductivos, entre 

otros. El parásito E. granulosus es el agente etiológico de la hidatidosis, cuyos síntomas 

dependerán del órgano afectado y del tamaño y número de los quistes a los que dé lugar en 
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distintas localizaciones (Budke 2002), que normalmente se localizan en el hígado y pulmones en 

ganado bovino, mientras que en otras especies animales también se han encontrado en testículos 

y útero (Budke 2002). El desarrollo y aumento del número de los quistes en los órganos afectados 

desencadena procesos patológicos que desembocan en un desarrollo deficiente de los animales. 

Como consecuencia, en el ganado bovino afectado es común observar una disminución en la 

producción de leche y carne así 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 rebaño 

 

 

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 científicas, es fácil 

observar cómo estos estudios suelen centrarse en las hembras, probablemente debido a que de 

ellas depende prácticamente el total de la producción tanto en la industria láctea (rebaños 

compuestos por vacas lecheras) como cárnica (rebaños compuestos en su mayoría 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 relación con la 

infertilidad de carácter infeccioso a pesar de que diferentes autores han señalado 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 cría señalando que un  20-25% de los machos reproductores incluidos en dicho 

análisis podían ser catalogados como subfértiles, lo que se traducía en bajos índices de fertilidad 

en rebaños 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 rebaño bovino es que, comúnmente, un mismo toro es empleado para: i) la cubrición de la 

totalidad de las vacas de una explotación cuando dicho rebaño es pequeño, o; ii) la generación 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 rebaños, 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 optimización de las condiciones ambientales en las que son 

mantenidas las hembras y la implementación de medidas como la sincronización de celo, IA y 

transferencia embrionaria en EE.UU., algunas explotaciones ganaderas destinadas a la producción 

de carne siguen experimentando una probabilidad de concepción baja (por ejemplo del 60% 

mediante el uso de IA) debido, presumiblemente, al empleo de machos con una calidad 

espermática pobre, indicando a su vez la falta de estudios orientados a la mejora de la calidad 

espermática 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 espermática en toros para la mejora de los índices de concepción en las hembras, un 

trabajo reciente de Montoya-Monsalve y colaboradores ha señalado que, en España, la baja 

fertilidad de los rebaños 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 vírica bovina, BVDV) 

e IBR (rinotraqueitis bovina causada por el herpesvirus bovino tipo 1, BoHV-1) podrían estar 

jugando un papel significativo en los bajos índices de fertilidad en los rebaños extensivos 

incluidos en su estudio (70%). Estos autores también resaltaron la importancia de realizar 

controles para la detección de estos patógenos en toros empleados para la cría (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 rebaño resulta llamativa, ya que se han descrito multitud de patógenos 

como potenciales agentes etiológicos 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; Yoo 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 comprensión 

sobre el papel del macho en los problemas de infertilidad infecciosa de los rebaños. 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 rebaños de dos maneras 

principales: i) debido a problemas derivados de patógenos que afectan directamente a la capacidad 

de concepción del toro [p.ej. B. abortus (Joya et al. 2011)], y ii) respecto a las alteraciones debidas 

a la transmisión de patógenos que afectan a la fertilidad de las vacas aunque a priori no presenten 

ningún 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 rebaños bovinos, así como, de otra 

parte, orientados al desarrollo de alternativas para control de patógenos en toros reproductores, 

resultan ser de importancia para la mejora de la eficiencia productiva de los sistemas de 

producción de ganado bovino en régimen extensivo.  

En este escenario, la revisión sistemática de la literatura científica sobre las causas de infertilidad 

en rebaños bovinos debido a la presencia de uno o más microorganismos en toros podría ser una 

herramienta útil para disponer de un compendio actualizado de todos aquellos microorganismos 

potencialmente presentes en toros que pudieran ser la causa de problemas reproductivos en los 

rebaños. Esto permitiría tener una visión 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 rebaños. Como se ha comentado previamente, el bajo número de estudios sobre 

infertilidad de carácter 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 índices de fertilidad de los rebaños podría ser limitado.  

Como se ha señalado previamente en esta memoria, la literatura científica 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 económicas 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 últimos agentes siguen siendo 

actualmente responsables de enfermedades de gran importancia en áreas de España donde la 

producción de ganado bovino se realiza en régimen extensivo y donde la monta natural se utiliza 

como práctica habitual. Estos patógenos son causantes de enfermedades de declaración 

obligatoria de acuerdo a lo establecido en el Real Decreto 526/2014, como son la 

campilobacteriosis genital bovina (CGB) (cuyo agente etiológico es Cfv) y la tricomonosis o 

tricomoniasis bovina (cuyo agente etiológico es T. foetus). En este escenario, la mejora de 

abordajes ya disponibles e implementación de nuevas alternativas para la detección de 

microorganismos, incidiendo en los patógenos más relevantes en producción en régimen 

extensivo en nuestro país (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 rebaños de ganado bovino criado en extensivo, así 

como, en última instancia, favorecer la optimización del control de microorganismos causantes 

de infertilidad mediante su detección y la implementación de medidas preventivas para evitar su 

dispersión. 
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1.5.1. Campylobacter fetus. Características generales del microorganismo y la enfermedad  

 

Como se ha mencionado previamente, la infección por C. fetus en ganado bovino criado en 

sistemas extensivos es una de las principales causas de infertilidad infecciosa, suponiendo 

importantes pérdidas económicas para los ganaderos, principalmente debido a infecciones por la 

subespecie Cfv (Michi et al. 2016; WOAH 2021). Cfv es el agente etiológico de la CGB, 

enfermedad de transmisión venérea caracterizada por causar infertilidad, muerte embrionaria 

temprana y abortos en vacas (WOAH 2021). Como ya se ya citado, en España la CGB es una 

enfermedad de declaración 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 morfología curva y 

con un flagelo que le confiere movilidad. Esta bacteria requiere de una atmósfera microaerófila 

para su crecimiento siendo capaz de multiplicarse entre 25 y 37ºC, aunque también existen cepas 

capaces de crecer a 42ºC  (Wagenaar et al. 2014). El crecimiento de colonias observables a simple 

vista en cultivo requiere entre 2 y 5 días, siendo estas rosáceas, 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 más anecdóticas (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 espermática 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 etiológicos de campilobacteriosis ovina, caracterizada por causar abortos en las hembras 

(Dorsch et al. 2022)] aunque también ha sido aislado de otros grupos de mamíferos (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 síntomas, 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 

vía de transmisión de este patógeno (Cagnoli et al. 2020). Además, se ha demostrado que Cfv, 

puede sobrevivir a la criopreservación del esperma (Givens 2018). Aunque no existen evidencias 

de supervivencia de Cff durante la criopreservación del esperma de toros reproductores, ningún 

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 asintomáticas en 

toros, C. fetus es capaz de transmitirse de forma silenciosa, lo que facilita que el patógeno circule 

entre los rebaños durante largos periodos de tiempo (Garcia et al. 1983). Además, a medida que 

los toros envejecen, el tamaño y el número de las criptas del epitelio prepucial aumentan, 

aumentando con la edad del toro la probabilidad de tener infecciones crónicas, dificultando de 

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

En España, la Subdirección General de Sanidad e Higiene Animal del MAPA (MAPA 2019)  

señala la siguientes medidas de control y manejo de la enfermedad, de acuerdo a su 

epidemiología: “…en el caso en que se confirme la infección en un macho, no se utilizará para 

reproducción (monta natural u obtención de dosis seminales). Dada la falta de eficacia de los 

tratamientos antibióticos en machos mayores de 3 años, se aconseja su sacrificio si tienen más de 

esa edad y aplicar en los establecimientos programas de vacunación y de manejo reproductivo, 

como el uso de la inseminación artificial, evitar el uso de pastos de aprovechamiento en común 

por rebaños infectados, evitar el uso de machos comunales, control periódico de los sementales, 

uso de machos y novillas vírgenes como reposición, mantener la edad media de los machos tan 

baja como sea posible, separación de hembras vírgenes para su cubrición por macho vírgenes o 

negativos…”. 

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

que existe cierta controversia sobre la eficacia del empleo de vacunas como medida de control en 
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toros infectados por Cfv (Vasquez et al. 1983; Fóscolo 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 profiláctica frente a infecciones por C. fetus son difíciles de interpretar debido a que 

muchos de los trabajos encontrados en toros reproductores carecen de grupos control apropiados 

o 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 

explotación 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 acompañarse de chequeos 

microbiológicos (Joya et al. 2011; Hopper 2015). No obstante, las técnicas diagnósticas más 

comúnmente empleadas para la detección de C. fetus y la diferenciación de subespecies, cultivo 

y PCR, presentan limitaciones en términos de especificidad y sensibilidad (WOAH 2021), por lo 

que la mejora y el desarrollo de protocolos optimizados resultaría ser de gran utilidad para mejorar 

el diagnóstico, y en última instancia, para contribuir a la implementación de medidas adecuadas 

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

 

1.5.1.2. Detección de C. fetus en muestras clínicas de toros reproductores 

 

Según las directrices de la Organización Mundial de Sanidad Animal [OMSA (WOAH en inglés), 

fundada como OMSA), el método recomendado para la identificación de C. fetus es el cultivo 

microbiológico para el aislamiento de C. fetus y su posterior caracterización fenotípica (Tabla 1) 

( WOAH  2021). No obstante, el aislamiento de C. fetus a partir de muestras clínicas, normalmente 

de lavados o raspados prepuciales, así como a partir de fetos sospechosos, resulta un proceso 

laborioso que además, en el caso de microorganismos exigentes como C. fetus, a menudo muestra 

una sensibilidad limitada, ya que estas bacterias son fácilmente superadas por bacterias 

comensales durante el cultivo (Chaban et al. 2013). Independientemente de la presencia de otros 

microorganismos de rápido crecimiento que actúan 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 

conservación de las muestras (Koya 2016) y que afectan directamente a su supervivencia. De 

manera adicional, se ha comprobado mediante microscopía electrónica 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 sólidos en placa (Hedderich et al. 2011), 

cuestión 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 detección de C. fetus en muestras clínicas 

de toros reproductores. Esta tabla está basada en la información recogida en la OMSA (WOAH 2021) donde 

se indican las técnicas empleadas para este fin (Técnica): PCR, reacción en cadena de la polimerasa; IFAT, 

prueba de anticuerpos inmunofluorescentes; Mab-ELISA, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas 

basado en anticuerpos monoclonales. 

Técnica Detección de C. fetus Diferenciación de subespecies Cfv y 

Cff 

PCR Basada en la diana genética nahE 

(Van der Graaf-van Bloois et al. 

2013) 

Basada en la diana genética ISCef1 

(Van der Graaf-van Bloois et al. 2013) 

Cultivo y análisis de 

los aislados 

Recomendado el uso de medio 

selectivo Skirrow 

Recomendado el uso de medio 

selectivo Skirrow 

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

Mab-ELISA Recomendado el uso del anticuerpo 

monoclonal M1825 (Devenish et al. 

2005) 

No se recomienda 

 

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 función del 

tiempo que transcurra entre ambos pasos (Lander 1990a; Monke et al. 2002). Con el fin de 

preservar al máximo 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 conservación y el aislamiento que maximice la recuperación de C. fetus a partir de 
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muestras clínicas de lavados prepuciales, y a su vez minimice la presencia de contaminantes en 

los cultivos. Así mismo, también se ha publicado información 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 antibiótico que parece inhibir el crecimiento de Cff (Public Health 

Laboratory Network 2000) y algunas cepas de Cfv (Ballabene y Terzolo 1992) empleado para la 

fabricación del medio de enriquecimiento agar Brucella (Marcellino et al. 2015). En base a estos 

datos, se pone de manifiesto la  necesidad de establecer protocolos optimizados que maximicen 

la recuperación de C. fetus a partir de muestras.  

 

Tabla 2. Pruebas bioquímicas empleadas para la diferenciación de C. fetus y sus subespecies de otras 

especies dentro del género Campylobacter. Tabla basada en la información recogida en el informe de la 

Organización de la Salud Mundial Animal (WOAH 2021), donde “+” y “-“ indican la obtención 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 o no crecimiento en cloruro de sodio al 3,5% (NaCl), 

iv) si presenta o no  crecimiento en presencia de glicina al 1 % y v) si produce o no sulfuro de hidrógeno 

(H2S) en un medio que contiene 0,02% de cisteína.  

 Actividad 

oxidasa 

Actividad 

catalasa 

NaCl 

3.5% 

Glicina 

1% 

H2S (0,02% 

cisteína) 

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 identificación de los aislados a través de pruebas bioquímicas, C. fetus se 

caracteriza por presentar una baja actividad bioquímica (Tabla 2), lo que dificulta su 

diferenciación de otras especies del género Campylobacter, así como la diferenciación de 

subespecies (Schulze et al. 2006). En la Tabla 2 se puede observar cómo la prueba de la oxidasa, 

la prueba de la catalasa, la prueba de la glicina al 1% y la prueba de generación de H2S no resultan 
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ser adecuadas para la diferenciación inequívoca 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 diferenciación de especies como C. jejuni y C. 

hyointestinalis. De igual modo, el perfil bioquímico de las subespecies Cfv y Cff puede ser el 

mismo (Van Bergen et al. 2005; Van der Graaf-van Bloois et al. 2013; Van Der Graaf-Van Bloois 

et al. 2014; Delpiazzo et al. 2021). Es por ello, que la diferenciación de subespecies mediante esta 

aproximación presenta importantes limitaciones.  

Una alternativa para la detección directa de C. fetus en muestras clínicas es el empleo de técnicas 

moleculares como aquellas basadas en la detección del material genético de la bacteria. La OMSA 

define la PCR como una prueba válida para la identificación de C. fetus (Tabla 1), indicando como 

ejemplo el gen nahE como diana molecular para la identificación de esta especie (WOAH 2021). 

Sin embargo, el estudio comparativo de Van der Graaf-van Bloois y colaboradores (2013) en el 

que se basa esta observación de la OMSA (WOAH 2021), no incluye el total de dianas genéticas 

descritas en la bibliografía para técnicas PCR orientadas a la detección de C. fetus y la 

diferenciación de Cfv y Cff, ni una evaluación del rendimiento diagnóstico de estos protocolos 

empleando muestras clínicas procedentes de toros reproductores. Esto hace que las conclusiones 

derivadas de dicho trabajo puedan estar sesgadas, siendo útil por ello la realización de un análisis 

comparativo actualizado y completo.  

En la actualidad y de acuerdo a las publicaciones disponibles hasta la fecha, las dianas genéticas 

empleadas para la identificación de la subespecie de C. fetus son: i) nahE (Abril et al. 2007; Van 

der Graaf-van Bloois et al. 2013), que codifica una proteína de la familia del intercambiador de 

sodio/hidrógeno, ii) la subunidad 16S del ARN ribosómico (ARNr) (Iraola et al. 2016), implicada 

en la traducción del ARN mensajero (ARNm) a proteínas, iii) gyrB (Persson et al. 2012), que 

codifica la subunidad B de la ADN girasa implicada en la replicación 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 proteína A de inanición de carbono cuya función es aún desconocida (referencia 
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InterPro: IPR025299) y vi) cdtB (Kamei et al. 2014), que codifica la toxina de distensión citoletal 

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

Por otra parte, para la diferenciación de la subespecie Cfv se describen en la bibliografía las 

siguientes dianas genéticas: i) ISCfe1, una secuencia de inserción que trunca el gen nahE en la 

subespecie Cfv y que podría 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 proteína A de 

partición plasmídica involucrada en la repartición de los plásmidos entre células madres e hijas y 

iii) virB11 (Iraola et al. 2012), que codifica el factor de virulencia B11 implicado en la invasión 

celular. Sin embargo, solo existe una diana de PCR publicada, sapB2, para la identificación de la 

subespecie Cff, empleada en el trabajo de Wang et al. (2002) que codifica la proteína de superficie 

B2, cuya función es aún desconocida (Referencia UniProt: O52781).  

Se ha de considerar que el uso de algunas de estas dianas genéticas no está exento de 

inconvenientes. Por ejemplo, recientemente se ha publicado información 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 detección de Cfv. Por otro lado, 

se ha descrito la presencia de la diana ISCfe1 en genomas diferentes al de Cfv, lo que puede dar 

lugar a la obtención de falsos positivos (Silva et al. 2020), aparte de ser una región genómica 

relativamente variable, lo que podría 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 específicas, 

estables y bien representadas en el genoma de C. fetus para evitar errores en el diagnóstico y las 

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

Así, la dificultad en la detección de C. fetus y la diferenciación de subespecies a partir de muestras 

clínicas 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 señalado que la diferenciación de subespecies de C. fetus parece poder llevarse a cabo 

únicamente mediante la secuenciación completa de genomas, una técnica que en la actualidad no 

está implementada en los laboratorios diagnósticos, en gran medida, debido al elevado coste de 
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las técnicas de secuenciación y a la necesidad de que la interpretación 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 detección C. fetus y la diferenciación de Cfv y Cff se postula como 

prioritario y de gran relevancia para el diagnóstico de CGB por parte de los laboratorios clínicos 

de una forma rápida y económica, así como para el estudio de C. fetus como agente etiológico de 

infertilidad bovina.  

Por último, se han desarrollado protocolos que hacen uso de técnicas basadas en inmunoensayos 

para la detección directa de antígenos del agente infeccioso en muestras clínicas (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 

comparación con otras técnicas, como la técnica PCR, a lo que se suma el hecho de que la 

interpretación de resultados requiere de personal bien entrenado (Silveira et al. 2018). Otro 

ejemplo es el empleo de anticuerpos monoclonales para la detección 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 sería necesario el empleo de 

otras técnicas (WOAH 2021), convirtiéndose de este modo en un protocolo de identificación 

laborioso y de difícil implementación. 

 

1.5.2. Tritrichomonas foetus  

 

En España, otro de los microorganismos de identificada relevancia en referencia a infertilidad 

infecciosa en bovino extensivo es T. foetus, que es el agente etiológico de la tricomonosis bovina, 

una enfermedad de declaración obligatoria de acuerdo a lo establecido en el Real Decreto 
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526/2014. El parásito T. foetus es un protozoo flagelado (Taylor et al. 1994) carente de 

mitocondrias (Figura 1). En su lugar se encuentra un orgánulo característico, el hidrogenosoma 

(Embley et al. 2003), que regula el metabolismo del parásito (Dąbrowska et al. 2019b). No se ha 

documentado la formación de quistes en T. foetus pero sí ha sido descrita la formación de 

pseudoquistes bajo condiciones ambientales adversas (Pereira-Neves y Benchimol 2009). Este 

parásito 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 región anterior seguida por ii) el axostilo, una estructura 

tubular que se abre en la región anterior formando el capitulum, atraviesa longitudinalmente a 

todo el microorganismo y sobresale en la parte posterior, y por último iii) la costa, una estructura 

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

En ganado bovino, como se ha comentado anteriormente, T. foetus es el agente etiológico de la 

tricomonosis bovina (Dąbrowska et al. 2019b), caracterizada por causar infertilidad en vacas 

mientras que los toros normalmente permanecen asintomáticos causando una infección 

persistente durante largos periodos de tiempo (Michi et al. 2016). Este parásito es capaz de 

transmitirse a través de la monta e IA pudiendo sobrevivir a la criopreservación del esperma 

(Givens 2018).  

Figura 1. Esquema morfológico de T. foetus. Dibujo basado en la imagen tomada por microscopía 

electrónica 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 infección 

cursa con diarrea con heces de color verde-amarillento (características de la colitis) y que pueden 

incluir la presencia de sangre y mucosidad, inflamación en la región 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 último, T. foetus resulta ser un microorganismo comensal en 

la cavidad nasal y el tracto gastrointestinal de ganado porcino (Dąbrowska et al. 2019b). No 

obstante, existe un caso descrito en el que la infección por T. foetus en el tracto respiratorio se 

identificó como la causa de disnea en un lechón de 40 días de edad (Shi et al. 2017).  

Con respecto a la clasificación de T. foetus en función del hospedador, hay controversia en el 

grado de diferenciación de los genotipos bovino, felino y porcino. Si bien existen estudios en los 

que determinadas regiones genómicas no presentan diferencias notables para establecer una clara 

diferenciación entre genotipos (Šlapeta et al. 2012), también existen otros que describen regiones 

variables (Pedraza-Díaz et al. 2019) como el gen que codifica para la cisteína proteasa 2 (CP2) 

(propuesto como posible elemento genético relacionado con la interacción parásito-hospedador) 

(Šlapeta et al. 2012; Dąbrowska et al. 2020).  

En toros, el parásito se ubica específicamente sobre la superficie del epitelio escamoso 

estratificado del pene y el prepucio proximal en el área del fórnix (Mendoza-Ibarra 2013). Los 

toros adquieren multitud de nuevos plegamientos de este epitelio con la edad (como ya se ha 

comentado), aumentando el número de criptas donde se puede desarrollar y albergar T. foetus 

(Rhyan et al. 1999). 

En España, de acuerdo al Programa de Vigiliancia y Control de la tricomonosis bovina del MAPA, 

de en el caso en el que se confirme la infección de un toro reproductor por T. foetus, se recomienda 

su sacrificio y la aplicación 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 rebaños positivos a T. foetus, evitar el uso de machos comunales, emplear machos 

y novillas vírgenes como reposición o el chequeo periódico de los sementales (MAPA 2022).  

En este contexto, el uso de chequeos microbiológicos resulta ser un abordaje útil para la mejora 

en el diagnóstico, y en última instancia, para la implementación de medidas adecuadas para el 

control de T. foetus en los rebaños. No obstante, las técnicas diagnósticas más comúnmente 

empleadas para la detección de T. foetus (cultivo seguido de identificación morfológica mediante 

microscopía y PCR) presentan limitaciones de especificidad y sensibilidad (Midlej et al. 2011; 

Frey et al. 2017; WOAH 2018; Dąbrowska et al. 2019a), por lo que la mejora de protocolos 

disponibles e incluso el desarrollo de nuevos protocolos resulta ser un abordaje útil para la mejora 

del diagnóstico y la implementación de medidas de manejo de esta enfermedad. 

 

1.5.2.1. Detección de Tritrichomonas foetus en muestras clínicas de toros reproductores 

 

La detección de T. foetus se ha llevado a cabo tradicionalmente mediante el análisis morfológico 

del parásito a través de microscopía directa de las muestras (lavados o raspados prepuciales, 

lavados vaginales o fetos sospechosos)  o de los aislados recuperados previamente mediante 

cultivo (WOAH 2018). Se ha de considerar que el muestreo y el transporte de muestras clínicas 

puede impactar de forma negativa en el ratio de detección de T. foetus mediante microscopía así 

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 morfología de T. foetus es muy similar a la de otras especies 

del género Tritrichomonas (Midlej et al. 2011), por lo que la correcta observación y diferenciación 

de especies por microscopía requiere personal entrenado y experimentado, estando sujeta en 

cualquier caso a limitaciones de especificidad diagnóstica. Por su parte, el ensayo ELISA 

(“enzyme-linked immunosorbent assay”) basada en la detección de anticuerpos específicos frente 

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

diagnóstico de esta patología (WOAH 2018).  

En este contexto, actualmente muchos laboratorios clínicos optan por la detección de T. foetus en 

muestras diagnósticas a través de técnicas moleculares. La OMSA recoge en  el Capítulo 3. 4.15 

del Manual de las Pruebas de Diagnóstico y de las Vacunas para los Animales Terrestres de 2018 

(WOAH 2018) el uso de la técnica PCR descrita por McMillen y Lew (2006) como una 

alternativa válida para la detección de T. foetus en muestras procedentes del tracto reproductivo 

en bovino. Dicha técnica está dirigida a la diana ARNr-ITS, una región genómica que comprende 

los genes que codifican para el 18S, 5.8S, y 28S ARNr y espaciadores internos de la transcripción 

1 y 2 (ARNr-ITS) (Figura 2). La diana ARNr-ITS es multicopia (Chakrabarti et al. 1992) y ha 

sido empleada para el diseño de prácticamente la totalidad de las técnicas de PCR publicadas 

hasta la fecha para la detección de T. foetus en muestras clínicas (Dąbrowska, 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). 

 

 

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 detección de Tritrichomonas foetus en muestras 

clínicas y su localización dentro de la diana ARNr-ITS (18S, 5.8S, y 28S ARNr y los espaciadores internos 

de la transcripción 1 y 2). 

 

A pesar del número relativamente alto de protocolos de PCR descritos para la detección de T. 

foetus, no se ha publicado ningún estudio comparativo de todos estos protocolos en relación con 

su rendimiento diagnóstico en muestras prepuciales procedentes de toros reproductores. Un 
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estudio comparativo a este nivel permitiría valorar la sensibilidad y especificidad analítica de los 

diferentes protocolos de PCR, así como el rendimiento en muestras clínicas determinando aquel 

que presente mejores resultados.  

Por último, se ha de destacar que se han publicado algunos trabajos que describen reacciones 

cruzadas con otras especies o géneros filogenéticamente próximos como Tritrichomonas 

mobilensis (Dąbrowska et al., 2019a) o Simplicimonas spp. (Frey et al. 2017). Presumiblemente 

estas reacciones cruzadas serían debidas a la elevada similitud de la región genómica ARNr-ITS 

en distintas especies de Tritrichomonas. Además, Simplicimonas spp. se ha descrito en muestras 

vaginales de vacas y novillas (Frey et al. 2017), lo que se traduce en la potencial obtención de 

falsos positivos a partir de este tipo de muestras. Es por ello por lo que la existencia de técnicas 

de PCR diseñadas sobre dianas alternativas a la región genómica ARNr-ITS para la detección de 

T. foetus resultaría ser una herramienta útil para la confirmación 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 región a priori 

altamente repetitiva (en tándem) para la que se encuentra poca información 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 número 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 inespecíficas en una tercera parte de las muestras testadas en un trabajo de tesis 

previo a la publicación de dicho artículo. 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 

información científica disponible, no existiendo información publicada sobre la validación de 
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dicha técnica ni sobre su comparación con otros protocolos de PCR empleados para la detección 

de T. foetus.  

Por otro lado, también en el campo del diagnóstico molecular, se ha descrito un método de 

detección de T. foetus alternativo a la técnica PCR: la técnica LAMP (“Loop-Mediated Isothermal 

Amplification”). Esta técnica consiste en la amplificación de cadenas de ácidos nucleicos 

empleando una temperatura constante a 60 – 65ºC y la combinación de seis cebadores (por lo 

general) y una enzima polimerasa, donde el producto de amplificación puede detectarse a simple 

vista en función de la presencia de un precipitado de pirofosfato de magnesio, subproducto de la 

amplificación. Respecto a la detección de T. foetus, se han descrito dos técnicas LAMP dirigidas 

sobre las dianas beta-tubulina 1 (Dąbrowska, et al., 2019a) y EF1-alfa-Tf1 (Oyhenart 2018). De 

acuerdo a un estudio comparativo reciente llevado a cabo en el trabajo de Dąbrowska 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 diseñadas sobre la región ARNr-ITS, dando resultados positivos tanto para T. 

foetus como para T. mobilensis (Dąbrowska, et al., 2019a). No obstante, la especie T. mobilensis 

es una especie que no ha sido aislada en bovino, encontrándose 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 Dąbrowska y colaboradores (2019a) sobre muestras fecales de gato, en 

el trabajo de Oyhenart  (Oyhenart 2018), donde se describió por primera vez el protocolo LAMP 

dirigido sobre el gen EF1-alfa-Tf1 para la detección de T. foetus en muestras prepuciales de toro, 

se presentó una alta sensibilidad analítica (0,5 trofozoítos/mL) y una buena especificidad de la 

técnica al no obtenerse amplificaciones con muestras portadoras de Pentatrichomonas hominis y 

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

En este contexto, la diana EF1-alfa-Tf1 podría ser una diana candidata para el diseño de una 

técnica PCR alternativa para la confirmación de la presencia de T. foetus en muestras prepuciales 

procedentes de toros reproductores. Hasta el momento, ninguna PCR específica para la detección 

de T. foetus ha sido diseñada sobre esta diana genética, la cual, parece ser una diana alternativa a 
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la región ARNr-ITS y beta-tubulina 1, de gran utilidad en casos donde sea necesario una 

confirmación de resultados positivos (p.ej. cuando existen dudas de amplificaciones 

inespecíficas). 

 

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

en toros reproductores: secuenciación masiva 

 

La gran mayoría de las publicaciones científicas orientadas a la detección de microorganismos 

asociados a infertilidad en muestras clínicas 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 podría 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 detección de microorganismos debido a que muchos de ellos no son cultivables (Rappé 

y Giovannoni 2003). Por su parte, las técnicas analíticas ELISA y PCR suelen estar dirigidas a la 

detección de microorganismos específicos (o a detección 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 análisis rutinarios, así como posibles relaciones sinérgicas (considerando tanto 

microorganismos de asociación demostrada con la infertilidad como a potenciales patógenos que 

aún no hayan sido asociados a esta).  

Por otro lado, para algunos microorganismos relacionados con la infertilidad bovina, aún hoy 

existen serias limitaciones en relación a la disponibilidad de técnicas para su detección en 

muestras clínicas debido a la escasez de trabajos donde se establecen protocolos de detección, así 

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 espermática 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 

años pudiendo causar problemas reproductivos en hembras y pudiendo disminuir la calidad 

espermática en toros, así 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 

detección en muestras clínicas de toros reproductores. 

Actualmente existen abordajes alternativos para la detección y estudio de microorganismos de 

forma simultánea, así como para el estudio de la dinámica 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 aproximación es la secuenciación masiva, que resulta ser una técnica 

muy potente en la detección y caracterización de microorganismos. En los últimos años esta 

técnica ha revolucionado el campo del entendimiento de las enfermedades infecciosas al hacer 

posible la detección simultánea de multitud de microorganismos presentes en una determinada 

muestra clínica, así como el estudio de la dinámica de las poblaciones microbianas mediante el 

análisis del microbioma, el proteoma o el metaboloma (Van Borm et al. 2015). Así, cabe citar que 

una técnica de secuenciación masiva para el estudio de la composición de poblaciones de 

microorganismos presentes en una muestra clínica es la metagenómica (Handelsman et al. 1998).  

En la actualidad, los estudios metagenómicos de poblaciones microbianas presentes en muestras 

clínicas consisten en el análisis del genoma de las diferentes especies a través de análisis 

bioinformáticos llevados a cabo sobre las secuencias genómicas obtenidas a partir de 

secuenciación masiva de determinados “barcodes” (regiones genómicas altamente conservadas 
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en términos evolutivos y que a su vez presentan la variabilidad suficiente para la discriminación 

de especies). Los barcodes más comúnmente empleados en la actualidad son: i) para bacterias: la 

región 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  (Lücking et al. 2020), y  el gen del 18S ARNr (Tkacz et 

al. 2018),  iii) para virus: se emplea la secuenciación “Shotgun” (Roux et al. 2021). Pese a ser un 

análisis empleado desde hace más de una década como una herramienta para la investigación de 

microorganismos en el ámbito de la ecología (Tyson et al. 2004), aún no está implementada como 

técnica diagnóstica 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 secuenciación Shotgun para la 

clasificación de microorganismos presentes en muestras biológicas de animales parece ser la  

secuenciación de genomas completos en tiempo real mediante la nueva tecnología que ofrecen 

los secuenciadores portátiles de última generación (Lamb et al. 2020). Esta nueva tecnología es 

capaz de secuenciar los genomas presentes en una muestra clínica sin necesidad de generar 

previamente librerías, abaratando así los costes del ensayo. Las cadenas de nucleótidos atraviesan 

unos poros proteicos en el secuenciador que actúan como biosensores que van determinando el 

orden de las bases nitrogenadas en las cadenas nucleotídicas mediante la detección de 

fluctuaciones en la corriente iónica que se genera con el paso de los nucleótidos por el biosensor 

(Wang et al. 2021). No obstante, como ya se comenta en este último trabajo, aún quedan aspectos 

que mejorar sobre las tasas de error en las lecturas de secuencias, que actualmente superan a las 

obtenidas mediante otras técnicas de secuenciación masiva, como por ejemplo la tecnología 

empleada para los análisis metagenómicos ya citados (Poirier et al. 2018; Tkacz et al. 2018; Bharti 

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

Los estudios metagenómicos en veterinaria aún son muy escasos siendo especialmente limitados 

en lo que respecta al análisis de muestras prepuciales de toros reproductores (Wickware et al. 

2020). Hasta nuestro conocimiento, existe un único trabajo publicado en esta área determinándose 
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que la composición de las poblaciones bacterianas de muestras prepuciales de toros no se 

diferencian de manera significativa en función de variables como la alimentación, el uso de 

antibióticos o el historial de cría (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 identificación de 

microorganismos asociados a patologías reproductivas desconocidos hasta la fecha como para la 

determinación de relaciones sinérgicas y coinfecciones de agentes infecciosos asociados a 

problemas de fertilidad en toros. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

2.1. Hipótesis 

 

El sector vacuno de carne tiene una gran relevancia en España representando, aproximadamente 

el 15,3% de la producción ganadera y el 5,8 % de la producción agraria [datos de 2020, (MAPA 

de España, 2021)]. Además, España es el tercer país 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 producción en España se corresponde con sistemas 

ganaderos extensivos donde la fertilidad es crucial para el adecuado rendimiento de esta 

producción. Sin embargo, estos sistemas suelen presentar bajos porcentajes de fertilidad (69,5% 

de media en 2020) (SITRAN 2021) en comparación al valor medio registrado en la Unión Europea 

(superior al 80%) [dichos índices estiman la relación entre el número de terneros registrados en 

un año (total hijos) y el número de vacas nodrizas presentes (total madres), expresado en 

porcentaje] (González-Rodríguez 2016; SITRAN 2021). Este índice es un factor esencial que 

determina el coste de una vaca para una explotación, lo que impacta de forma directa en la 

viabilidad económica de la misma, además de las repercusiones a nivel productivo que ello 

acarrea. 

La infertilidad debida a agentes infecciosos es uno de los puntos clave en los bajos índices de 

fertilidad que frecuentemente se observan en sistemas bovinos extensivos, donde además algunos 

de los patógenos responsables de infertilidad tienen un carácter zoonósico. Resulta de especial 

importancia considerar el papel de los machos en relación 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 cría y el papel de los 

toros en la transmisión venérea de patógenos. A esta limitación en el conocimiento se le suma el 

limitado número de controles microbiológicos rutinarios que se llevan a cabo en machos 

reproductores para multitud de patógenos potencialmente relevantes, pese a que, en sistemas 
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bovinos extensivos, un mismo macho puede ser empleado para la cubrición de varias hembras a 

través de la monta (práctica habitual en estos sistemas, pero de especial riesgo en la transmisión 

venérea). 

Pese a la escasa información publicada sobre microorganismos que puedan afectar a la fertilidad 

de los toros (que puede pasar desapercibidos en los controles rutinarios), en España (y a nivel 

mundial) se han identificado dos patógenos 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 patógenos 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; Fóscolo et al. 2005; Michi et al. 2016; Erickson et al. 2017; 

MAPA 2019, 2022; Balzan et al. 2020). En segundo lugar, ambos patógenos son capaces de 

transmitirse de machos a hembras a través de la monta y la inseminación artificial (Givens 2018), 

donde los machos pueden actuar como reservorios debido a que en ellos las infecciones resultan 

asintomáticas, pasando fácilmente desapercibidas (Michi et al. 2016). Por último, muchas de las 

técnicas diagnósticas empleadas de manera rutinaria para la detección de estos microorganismos 

en lavados prepuciales (muestra de elección) no están exentas de limitaciones en términos de 

sensibilidad y especificidad, lo que podría estar comprometiendo el rendimiento diagnóstico y 

por tanto dificultando su detección en los rebaños (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 número de estudios publicados sobre el 

estudio de patógenos causantes de infertilidad en toros, especialmente estudios que aborden el 

impacto de patógenos oportunistas (como Mycoplasma spp.) y microorganismos causantes de 

infertilidad en hembras que pueden ser transmitidos de forma venérea causando una infección 

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 rebaño en explotaciones 

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

granjas.  

En este contexto, la mejora y la optimización de las técnicas empleadas en el diagnóstico de causas 

de infertilidad bovina de origen infeccioso y la implementación de nuevas tecnologías en este 

campo, como la secuenciación masiva, brindan la posibilidad de estudiar el verdadero papel de 

agentes infecciosos identificados como patógenos primarios a este nivel así como de las 

poblaciones microbianas totales presentes en una muestra clínica, permitiendo tener una visión 

integradora sobre qué microorganismos potencialmente causantes de infertilidad en las 

poblaciones de toros reproductores están presentes en una muestra, así como otros 

microorganismos que pueden estar pasando desapercibidos con el uso de técnicas convencionales 

(que suelen estar más dirigidas a patógenos específicos). La aplicación de nuevas metodologías 

permitiría tener una visión más amplia de los posibles patógenos primarios y oportunistas 

asociados a infertilidad en el macho, así como su posible relación 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 carácter 

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

A. Hipótesis 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 o que no se consideran en los análisis 

microbiológicos realizados en el diagnóstico rutinario de esta patología.  

B. Hipótesis 2: existe un limitado conocimiento acerca del verdadero papel del macho en la 

infertilidad infecciosa bovina en el rebaño, seguramente asociado al bajo número de 

estudios realizados en machos reproductores en extensivo sobre los patógenos causantes 

de infertilidad en toro que pueden ser transmitidos de forma venérea a las hembras en 

las que causan problemas de fertilidad.  

C. Hipótesis 3: El análisis sistemático de la literatura científica es una herramienta útil 

para reconocer los patógenos descritos asociados a infertilidad en toros permitiendo 
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identificar las posibles limitaciones más relevantes respecto al conocimiento que tenemos 

sobre el posible impacto del toro en la fertilidad de los rebaños por causas infecciosas, 

de utilidad para sentar las bases de planes de control y prevención de agentes infecciosos 

causantes de infertilidad en toros. 

D. Hipótesis 4: El empleo de análisis metagenómicos sobre muestras clínicas procedentes 

de toros reproductores es una herramienta adecuada para avanzar en el conocimiento 

sobre el papel del toro en los problemas de infertilidad de etiología infecciosa, 

permitiendo identificar patógenos asociados a problemas de fertilidad en los rebaños así 

como sus dinámicas de infección, especialmente en el caso de aquellos potenciales 

patógenos que escapan a los controles rutinarios, así como arrojar información sobre la 

presencia de microorganismos desconocidos hasta la fecha que pudieran estar 

afectando, ya sea de forma primaria o secundaria. 

E. Hipótesis 5: Las herramientas moleculares actualmente implementadas en la detección 

de C. fetus y T. foetus presentan un margen de mejora que repercutiría en las medidas 

de control y manejo de estas patologías infecciosas en el toro.  

F. Hipótesis 6: La detección de C. fetus y la diferenciación 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 

detección de C. fetus en lavados prepuciales, disminuyendo el rendimiento diagnóstico 

para detección y diferenciación de subespecies de C. fetus en muestras clínicas. 

G. Hipótesis 7: El empleo de protocolos de PCR para la detección de T. foetus en muestras 

prepuciales de toros reproductores (técnica comúnmente empleada por laboratorios 

diagnósticos), presenta limitaciones en cuanto a su especificidad debido a que la mayoría 

emplean como diana en una región homóloga (ARNr-ITS) en otras especies de 

Trichomonas potencialmente presentes en muestras clínicas, lo que se podría traducir en 

la potencial aparición de falsos positivos. Por ello, el diseño de protocolos de PCR sobre 

dianas genéticas alternativas como herramienta de confirmación de infecciones por T. 
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foetus en lavados prepuciales de toro supondría una mejora del rendimiento diagnóstico 

mediante PCR. 

H. Hipótesis 8: El cultivo bacteriológico de Cfv, considerado la técnica de referencia en el 

diagnóstico de CGB, es una técnica muy poco eficiente debido a las limitaciones técnicas 

de esta aproximación así 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 análisis bacteriológicos de Cfv a partir de 

muestras de lavados prepuciales sería una herramienta clave para la mejora en su 

rendimiento diagnóstico 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 rebaños bovinos criados en régimen extensivo a través del 

estudio de los patógenos asociados a infertilidad en el toro,  así como mediante la evaluación y 

desarrollo de herramientas diagnósticas de última generación y tradicionales, poniendo especial 

atención a las técnicas diagnósticas más comúnmente empleadas para la detección de dos 

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

 

  2.2.1. Objetivos específicos 

 

1. Llevar a cabo una evaluación sistemática 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 así como de agentes asociados a infertilidad recogidos en la bibliografía científica. 

Se realizará mediante una revisión sistemática de la literatura científica 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 rebaños sometidos a estudio, centrándose en el papel del 

macho infértil o subfértil así como portador de microorganismos causantes de infertilidad 

en hembras (Figura 3). 

2. Llevar a cabo un análisis diferencial entre las poblaciones bacterianas presentes en 

lavados prepuciales de toros empleados para la cría con bajas tasas de fertilidad y machos 

sanos desde un punto de vista reproductivo, con el fin de explorar la asociación entre 

determinadas poblaciones bacterianas (así como la presencia de bacterias individuales) y 

problemas de infertilidad bovina. Para ello, se llevará a cabo la identificación y 

cuantificación de patógenos primarios conocidos así como oportunistas asociados a 

infertilidad bovina mediante una análisis metagenómico y estadístico Dichos análisis 

perseguirán 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 índices de fertilidad 

(inferiores al 80%) y machos sanos, identificando aquellas bacterias asociadas a 

problemas reproductivos (Figura 3). 

3. Evaluar diferentes protocolos de PCR publicados en la literatura científica para la 

detección de C. fetus y la diferenciación 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 detección mediante PCR que mejore el 

rendimiento diagnóstico de esta técnica, y en consecuencia, permita la identificación de 

toros portadores para llevar a cabo la implementación de pautas de actuación y prevención 

más rápidas y eficaces en los programas de reproducción de explotaciones extensivas de 

ganado bovino (Figura 3). 



Hipótesis y objetivos 

71 
 

4.  Evaluar diferentes protocolos de PCR publicados en la literatura científica para la 

detección de T. foetus en lavados prepuciales de machos reproductores criados en régimen 

extensivo así como diseñar un nuevo protocolo de PCR basado en nuevas dianas genéticas 

alternativas a aquellas diseñadas sobre la región ARNr-ITS, utilizada por excelencia para 

este objetivo, con el fin de desarrollar y establecer un protocolo de detección que mejore 

el rendimiento diagnóstico de esta técnica que pueda aplicarse en la implementación de 

pautas de actuación y prevención más rápidas y eficaces en los programas de 

reproducción de explotaciones extensivas en bovino (Figura 3). 

5. Evaluar diferentes protocolos de cultivo publicados en la literatura científica 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 diagnóstico de esta técnica, y en consecuencia, permita la 

implementación de pautas de actuación y prevención más rápidas y eficaces en los 

programas de reproducción de explotaciones extensivas en bovino así como el estudio de 

Cfv en toros reproductores (estudios de sensibilidad antibiótica, epidemiología 

molecular, etc.) (Figura 3). 

Figura 3. Relación del objetivo general y las hipótesis y objetivos específicos de la presente tesis con los 

diferentes capítulos y artículos llevados a cabo para alcanzar dichos objetivos que den respuesta a las 

hipótesis planteadas. La HIPÓTESIS 1 plantea que existen microorganismos causantes de infertilidad en 

toros en extensivo que no se conocen o que no se consideran en los análisis diagnósticos rutinarios, a su 
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vez la HIPÓTESIS 2 plantea el escaso número de trabajos dirigidos sobre el toro como causa de infertilidad 

infecciosa en rebaños, mientras que la HIPÓTESIS 3 plantea que la revisión sistemática de la literatura 

científica resultaría una herramienta útil para listar los patógenos 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 rebaños por causas infecciosas. Por ello se plantea el OBJETIVO 

ESPECÍFICO 1 para el cual se realizó el trabajo recogido en el ARTÍCULO 1 del CAPÍTULO I, en el que 

se realiza una búsqueda sistemática de la literatura para elaborar un ranking de microorganismos asociados 

a infertilidad (en explotaciones bovinas compuestas por machos o ambos sexos) y establecer potenciales 

puntos clave en las lagunas sobre el conocimiento acerca del verdadero papel del macho en relación a 

infertilidad infecciosa. En el mismo capítulo de tesis (CAPÍTULO I), se muestra el ARTÍCULO 2 en el que 

se realiza el estudio metagenómico (basado en el gen del 16S del ARNr) de 1029 lavados prepuciales para 

la clasificación bacteriana de microorganismos potencialmente asociados a bajos índices de fertilidad en 

los rebaños, un trabajo enmarcado dentro del OBJETIVO ESPECÍFICO 2 orientado a dar respuesta a la 

HIPÓTESIS 1 y la HIPÓTESIS 4 que plantea que el empleo del análisis metagenómico sobre muestras 

clínicas de toros reproductores podría ser una herramienta adecuada para la identificación de patógenos 

asociados a problemas de fertilidad, incluyendo aquellos que escapan a los controles rutinarios. La 

HIPÓTESIS 5 plantea que las herramientas moleculares actualmente implementadas en la detección de C. 

fetus y T. foetus, (cultivos y PCR) presentan actualmente margen de mejora, donde la HIPÓTESIS 6 plantea 

las limitaciones y susceptibilidad de mejora de la PCR para la detección de C. fetus y la diferenciación de 

Cfv y Cff en muestras prepuciales, mientras que la HIPÓTESIS 7 plantea las limitaciones para la detección 

de T. foetus mediante PCR. Por ello se establecen los OBJETIVOS ESPECÍFICOS 3 y 4 para los cuales se 

realizaron los trabajos recogidos en los ARTÍCULOS 3 y 4 del CAPÍTULO II, en el que se realizaron 

estudios comparativos de protocolos modificados a partir de protocolos previamente publicados, así como 

de nuevos protocolos de PCR que mejoren el rendimiento diagnóstico de C. fetus (y diferenciación de Cfv 

y Cff) (ARTÍCULO 3) y T. foetus (ARTÍCULO 4) mediante PCR a partir de lavados prepuciales. Por 

último, la HIPÓTESIS 8 plantea las limitaciones del cultivo para la detección de Cfv y por tanto de la 

susceptibilidad de mejora en el diagnóstico de la CGB mediante esta técnica. Por ello, contemplado dentro 

del OBJETIVO ESPECÍFICO 5, se realizó el trabajo recogido en el ARTÍCULO 5 del CAPÍTULO III, en 

el que se realizó un estudio comparativo de diferentes medios y estrategias de cultivo para la recuperación 

de Cfv a partir de muestras prepuciales. 
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3. PLAN DE TRABAJO/METODOLOGÍA 

3.1. Material de estudio 

El material de estudio consistió, por una parte, en un total de 87 publicaciones científicas con las 

que se realizó el estudio incluido en el Artículo 1 (“What about the bull? A systematic review 

about the role of males regarding to bovine infectious infertility within cattle herds”) incluido en 

el Capítulo I. Dicho estudio consistió en una revisión sistemática de aquellos trabajos publicados 

hasta el 4 de agosto de 2021 que asociaban la presencia de microorganismos en rebaños 

compuestos en su totalidad por machos o por machos y hembras, con problemas de fertilidad en 

dichos rebaños (ver sección 3.2. Revisión sistemática de la literatura científica).  

Por otra parte, se analizaron lavados prepuciales de 1309 toros reproductores criados en régimen 

extensivo en ecosistemas de dehesa y montaña en España, muestreados en el contexto de análisis 

realizados para el diagnóstico rutinario de C. fetus y T. foetus. Los lavados prepuciales se obtenían 

mediante el uso de un raspador prepucial mediante el cual se tomaba la muestra del prepucio del 

toro, que a continuación se resuspendía en 15 mL de tampón fosfato salino (PBS) estéril. Sobre 

dichos 15 mL se realizó una centrifugación a 1512 g durante 10 min para la obtención de un pellet 

que se conservó en congelación a -80ºC hasta la extracción de ADN. Del total de 1309 lavados 

prepuciales: 

i) Se emplearon 1029 lavados en el estudio mostrado en el Artículo 2 (“Exploiting 16S 

rRNA-based metagenomics to reveal neglected microorganisms associated with 

infertility in breeding bulls in Spanish extensive herds”), de los cuales, además: 

o Se emplearon 289 al azar para la realización del estudio mostrado en el Artículo 

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 metagenómicos del Artículo 2, 
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o Se emplearon 466 para la realización del estudio mostrado en el Artículo 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 detección de T. foetus. 

ii) Se emplearon 32 lavados prepuciales para la realización del estudio recogido en el 

Artículo 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 detección 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 

Tecnológico Agrario de la Comunidad de Castilla y León (ITACyL) y la Universidad de Burgos, 

equipados con la tecnología y el material necesarios para la realización de los estudios llevados a 

cabo en la presente memoria de tesis doctoral. 

 

3.2. Revisión sistemática de la literatura científica 

 

 

Para el estudio pormenorizado de los agentes infecciosos causantes o asociados a infertilidad 

bovina identificados en la bibliografía se llevó a cabo una revisión sistemática de la literatura 

científica (Artículo 1 “What about the bull? A systematic review about the role of males regarding 

to bovine infectious infertility within cattle herds”) mediante cadenas de búsqueda 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 inclusión y exclusión: i) los trabajos debían tratarse de estudios originales de 

investigación, excluyendo reseñas, cartas, editoriales, conferencias y ensayos de vacunación, ii) 

los trabajos debían tratarse de estudios de campo, excluyendo estudios de investigación básica, 

iii) los análisis debían 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 debía identificar la presencia de uno o más microorganismos como 

causa de la infertilidad en los rebaños, excluyendo aquellos que señalaban como causa otros 

factores como la dieta, v) los trabajos debían haber sido llevados a cabo en rebaños compuestos 

exclusivamente por machos o por ambos sexos, excluyendo aquellos estudios llevados a cabo 

exclusivamente en rebaños compuestos por hembras, y vi) los trabajos debían estar publicados en 

inglés, excluyéndose trabajos publicados en otros idiomas.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Flujo de trabajo PRISMA para la revisión sistemática de la literatura a partir de registros 

procedentes de bases de datos (PRISMA 2022) haciendo uso del gestor bibliográfico Mendeley Desktop 

1.19.8 (ELSEVIER 2021). 
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La información recogida a partir de los trabajos seleccionados fue la siguiente: i) año y país del 

estudio; ii) tipo de explotación ganadera; iii) censo de la explotación, iv) edad y variedad de los 

animales; v) tipo de alimentación y peso de los animales; vi) tipo de muestra tomada, vii) ensayo 

diagnóstico empleado; viii) patógenos identificados; ix) número de animales con resultado 

positivo a los microorganismos estudiados en cada trabajo; y x) tipo de grupo control y tipo de 

prueba estadística empleada (si aplica). 

Por otro lado, en el marco del Artículo 3, titulado “Evaluation of PCR assays for Campylobacter 

fetus detection and discrimination between C. fetus subspecies in bovine preputial wash 

samples”, también se realizó una búsqueda sistemática mediante cadenas de búsqueda para la 

revisión de la información publicada en diferentes bases de datos sobre la detección 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 inclusión: i) los trabajos debían incluir la secuencia completa de los cebadores 

empleados, ii) los trabajos debían incluir la secuencia completa de las sondas en el caso de tratarse 

de protocolos de PCR en tiempo real, iii) debía confirmarse la especificidad del conjunto de 

cebadores y sonda in silico mediante BLAST 2.11 (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

considerándose como válidos 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 

patógenos asociados a infertilidad en bovino y/o otros microorganismos potencialmente presentes 

en muestras prepuciales de toros, iv) la sonda debía tener un 100% de identidad con secuencias 

correspondientes a Campylobacter spp., y v) debían estar descritas las condiciones del protocolo 

de amplificación de PCR.  

Debido al alto número de dianas de PCR descritas, cuando varios protocolos de PCR se dirigían 

sobre la misma diana, se aplicaron los siguientes criterios de preferencia: i) aquellos protocolos 

cuya sensibilidad y especificidad analítica (y diagnóstica si aplicaba) estuvieran evaluados y 

validados por diferentes publicaciones científicas, ii) aquellos protocolos empleados sobre 
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muestras clínicas y cuya sensibilidad, especificidad y otros ratios de detección indicaran que se 

trataban de protocolos de detección 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 último, se realizó una búsqueda sistemática mediante cadenas de búsqueda para la revisión 

de la información publicada sobre la detección de T. foetus mediante la técnica PCR, trabajo 

recogido en  el Artículo 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”) empleando tres motores de búsqueda: 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 inclusión y exclusión: i) los trabajos 

debían incluir información acerca de la diana genética sobre la que se dirigía el protocolo de PCR, 

ii) se debía indicar la secuencia completa de cebadores y sonda (en el caso de que el protocolo 

hiciera uso de esta), iii) las condiciones de PCR debían estar incluidas en el manuscrito, y iv)  las 

técnicas PCR debían estar basadas en la detección 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 debían ser los más comúnmente empleados como SYBR 

green o sondas TaqMan, debido a las limitaciones técnicas de muchos laboratorios diagnósticos. 

Cuando distintos trabajos hacían uso del mismo set de cebadores, se seleccionó el protocolo que 

hubiese sido empleado sobre muestras clínicas 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 específicas. 
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3.3. Análisis metagenómico de las poblaciones bacterianas presentes en lavados prepuciales de 

toros. Análisis estadístico de los resultados. 

 

En el marco del Artículo 2 (“Exploiting 16S rRNA-based metagenomics to reveal neglected 

microorganisms associated with infertility in breeding bulls in Spanish extensive herds”) se 

analizaron mediante metagenómica como ya se ha citado, un total de 1029 lavados prepuciales 

de toros empleados para la cría en régimen extensivo en España (una muestra por toro). El 

grupo problema se compuso de 944 muestras procedentes de toros diagnosticados con bajos 

índices de fertilidad [fertilidad de los rebaños de los que procedían inferior al 80%, calculada 

como la relación entre el número de terneros registrados en un año (total hijos) y el número 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 rebaños de los que procedían 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 tampón PBS, que se centrifugaron a 1512 g durante 10 min. El 

precipitado obtenido tras la centrifugación se resuspendió en un buffer de lisis [20 mM Tris-Cl 

(pH 8), 2 mM EDTA sódica, 1.2% Tritón X-100 y 20 mg/mL lisozima en un volumen final de 

360 mL] y fue incubado durante 1h a 37ºC. Posteriormente, el DNA fue extraído de acuerdo 

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

El análisis metagenómico llevado a cabo consistió en la secuenciación masiva de la región 

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 

biológicas incluidas en el estudio eran susceptibles de ser identificados mediante la comparación 

de sus secuencias V3-V4 del 16S, previamente obtenida mediante PCR, con las secuencias 

genómicas registradas en la base de datos SILVA (https://www.arb-silva.de/). En el presente 

estudio, el protocolo de amplificación del 16S y la formación de librerías se llevó a cabo bajo las 

directrices de Illumina tomando como referencia su guía titulada “16S Metagenomic Sequencing 
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Library Preparation” (Illumina 2013). Por otra parte, el análisis bioinformático de las más de 

100.000.000 secuencias obtenidas, fue llevado a cabo mediante el pipeline QIIMEReporter 

(https://github.com/dabadgarcia/qiimereporter), que emplea comandos del software QIIME2 

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

A continuación, 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 secuenciación 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 taxonómicas operacionales 

(OTU, “Operational Taxonomic Unit”) al agruparse en clústeres de secuencias que comparten un 

100% de identidad. Por último, mediante el uso de un clasificador Naïve Bayes previamente 

entrenado (Wang et al. 2007), se asigna a cada OTU una clasificación taxonómica tomando como 

referencia la base de datos SILVA (versión 132)  (Quast et al. 2013). Así se obtuvo una tabla con 

la composición bacteriana de cada una de las muestras, gracias a la cual se pudieron comparar los 

índices de diversidad alfa y beta de ambos grupos muestrales (problema y control) así como los 

taxones más abundantes en cada uno de ellos. Esto permitió detectar diferencias y similitudes de 

las poblaciones bacterianas que conforman el microbioma del prepucio de los toros sometidos a 

estudio y su relación con problemas de fertilidad.  

Por último, se llevó a cabo un análisis estadístico 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 Artículo 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 análisis chi-cuadrado realizado con el software SPSS (IBM SPSS Statistics 

25.0), y el estudio de la corrección de los resultados mediante el método Holm-Bonferroni (Holm 

1979), se estudió la posible correlación entre la presencia de determinadas especies y géneros 

bacterianos y la existencia de bajos índices de fertilidad en los toros sometidos a estudio.  

https://github.com/dabadgarcia/qiimereporter
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3.4. Evaluación y mejora de la detección de C. fetus y T. foetus en muestras prepuciales 

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

 

Para la evaluación de las técnicas diagnósticas más comúnmente empleadas en lavados 

prepuciales para la detección de C. fetus y T. foetus, esto son, protocolos de PCR (seleccionados 

en base a la revisión bibliográfica previa, ver sección 3.2. Revisión sistemática de la literatura 

científica), se llevaron a cabo una serie de estudios comparativos empleando como técnicas de 

referencia: i) la secuenciación de la región V3-V4 del gen del 16S del ARNr mediante 

secuenciación 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 

detección de C. fetus (para identificación de especie y subespecie, 3.4.1. Estudio comparativo 

para la detección mediante PCR de C. fetus en lavados prepuciales de toros) y de T. foetus (para 

identificación de especie, 3.4.3. Estudio comparativo para la detección de T. foetus en lavados 

prepuciales). 

Cabe citar que para el estudio comparativo detección de C. fetus mediante PCR, se incluyó, 

además de los protocolos de PCR previamente publicados, un protocolo de PCR en tiempo real 

sonda específico adaptado para este estudio a partir de un protocolo de pirosecuenciación 

publicado con anterioridad (Persson et al. 2012) (ver sección 3.4.2. Adaptación de un protocolo 

de pirosecuenciación a PCR en tiempo real sonda específica para la detección de C. fetus).   

Por su parte, en el caso del estudio de detección de T. foetus mediante PCR, de manera adicional 

al estudio comparativo también se diseñó y evaluó un nuevo protocolo de PCR en tiempo real 

basado en una sonda específica dirigida al gen EF1-alfa-Tf. Esta diana ha sido previamente 

identificada y caracterizada como una región genómica 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 detección de T. foetus (ver 
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sección 3.4.4. Diseño de una PCR real-time sonda específica basada en el gen EF1αTf1 para 

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

 

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

prepuciales de toros reproductores 

 

Para la realización de este estudio comparativo, en primer lugar se realizó una revisión 

bibliográfica sistemática con cadenas de búsqueda en diferentes bases de datos. Los artículos 

obtenidos se revisaron y seleccionaron en base a criterios de inclusión y exclusión (ver sección 

3.2. Revisión sistemática de la literatura científica). 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 identificación de la especie C. 

fetus (16S rRNA, gyrB, cpn60, cstA, cdtB y nahE) y 4 estaban dirigidos a la identificación de 

la  subespecie (ISCfe1, parA, sapB2 y virB11). Las secuencias de los cebadores y las sondas 

empleadas en cada uno de los protocolos comparados, así como las condiciones de 

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

El análisis de su especificidad y sensibilidad analítica de todos los protocolos de PCR se realizó 

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 batería 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 próximos 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 27374T) y Cft (ATCC BAA 2539T). 
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El Código hace referencia al nombre asignado a cada protocolo de PCR. b Condiciones de PCR: vol(µl) 

volumen final de la reacción de PCR; vol.mix (µl), volumen de 5x QuantiFast Pathogen Master Mix para 

PCR en tiempo real (con sonda específica), 2x QuantiFast SYBR Green PCR Master mix para PCR en 

tiempo real (SYBR) y 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix para PCR convencional; Fw(µM), 

concentración final del cebador sentido; Rv(µM), concentración final del cebador anti sentido; Pr(µM) 

concentración final de sonda; ID. (ºC/min), desnaturalización inicial; D. (ºC/s), fase de desnaturalización 

dentro de cada ciclo; A. (ºC/s), fase de hibridación dentro de cada ciclo; E. (ºC/s), fase de elongación dentro 

de cada ciclo; Nº, número de ciclos; FE. (ºC/min), elongación final; AS.(bp), longitud del amplicón en pares 

de bases. La concentración de MgCl2 es aquella indicada por defecto por cada uno de reactivos comerciales 

de PCR (todos de Qiagen, Alemania). c El trabajo de Graaf et al (2013) analizó la sensibilidad y 

especificidad de PCR con un total de 155 aislados C. fetus: se registró una sensibilidad y especificidad del 

100% para nahE; 97% de sensibilidad y 100% de especificidad para los cebadores ISCfe1-ISC1 y 100% de 

sensibilidad y 98% de especificidad para los cebadores ISCfe1-ISC2; 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. d La PCR múltiple descrita en el trabajo de Hum et al. (1997) mostró 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 múltiple descrita en el trabajo de Iraola et al. (2012) que empleaba 

el mismo set de cebadores que Hum et al. (1997) para la detección de C. fetus. Por tanto, se decidió emplear 

las condiciones de PCR descritas en el trabajo de Schulze et al. (Schulze et al. 2006), donde se da solución 

a este problema. 

 

Por otra parte, la sensibilidad analítica de cada protocolo se evaluó mediante el uso de diluciones 

seriadas en base 10 de una concentración conocida de ADN (1ng/µL) de C. fetus previamente 

extraído y purificado (de acuerdo a las directrices del protocolo de extracción QIAamp DNA Mini 

Kit (Qiagen, Germany) siguiendo las directrices de la OMSA para la correcta determinación del 

límite de detección (LOD, “limit of detection”) y su intervalo de confianza (CI, “confidence 

interval”) [se prepararon 20 réplicas de la misma dilución de ADN donde la amplificación de las 

20 réplicas corresponde a un CI del 100% y la amplificación de 19/20 corresponde a un CI del 

95% (WOAH 2019)]. El punto de corte de las técnicas de PCR en tiempo real se estableció 

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 diferenció 

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 último, 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 extracción y 

purificación de ADN de acuerdo a lo referido en la sección 3.3., que, se selecionaron con base en 

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

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

Análisis metagenómico de las poblaciones bacterianas presentes en lavados prepuciales de toros. 

Análisis estadístico de los resultados) por la cual se amplificó el gen del 16S ARNr en un análisis 

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

la identificación de la especie C. fetus. Con los resultados se calculó el porcentaje de concordancia 

de ambas técnicas.  

De este modo, se evaluó el rendimiento diagnóstico de los 6 protocolos de PCR seleccionados 

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

se evaluó: 

1) El porcentaje de muestras positivas a C. fetus identificadas como Cfv, considerando como 

válido el resultado de identificación de la subespecie solo cuando: i) dos o más 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.  

2) El porcentaje de muestras positivas a C. fetus identificadas como Cff, considerando como 

válido el resultado de identificación de subespecie cuando la PCR dirigida sobre la diana 

específica de Cff (Wang et al., 2002) hubiera mostrado un resultado positivo en la muestra 

problema y ii) que dich muestra hubiera resultado positiva previamente a PCR de especie.  

3) El porcentaje de inespecificidades detectadas en los protocolos de PCR destinados a la 

diferenciación de subespecies (se consideraron inespecificidades aquellas muestras 

negativas a C. fetus -PCR de especie- y que mostraron resultados positivos en cualquier 

PCR para la detección de Cfv y Cff -PCR de subespecie).  
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3.4.2. Adaptación de un protocolo de pirosecuenciación a un protocolo de PCR en tiempo real 

sonda específico para la detección de C. fetus. 

 

El protocolo de PCR descrito por Persson y colaboradores se basaba en el empleo de los cebadores 

gyrB-F3 y gyrB-R2 y de la sonda gyrB-P1 siendo su diana genética el gen gyrB (Persson et al. 2012). 

Originalmente, esta técnica se diseñó como una técnica de PCR múltiple que amplificaba un 

fragmento pequeño del gen gyrB de Campylobacter spp. que, tras su secuenciación, permitía la 

diferenciación 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 combinación de las secuencias de los 

cebadores para la amplificación de C. fetus y sonda para la amplificación de Campylobacter spp. fue 

evaluada in sílico mediante el software online BLAST 2.11 (NCBI 2021). En el presente trabajo, se 

tomaron los cebadores específicos para la amplificación de C. fetus junto a la sonda gyrB-P1 y se 

confeccionó un protocolo de PCR bajo las recomendaciones del kit de PCR QuantiFast Pathogen PCR 

+IC (Qiagen, Alemania) al que fue añadido el control interno de reacción de PCR que proporciona el 

propio kit. Debido a que el fundamento para la amplificación de la diana secuenciada mediante 

pirosecuenciación es el mismo que el de la técnica PCR, el protocolo de amplificación indicado en el 

trabajo de Person y colaboradores se ajustó a los criterios de selección mostrados en el apartado 3.2. 

Revisión sistemática de la literatura científica. La especificidad, la sensibilidad y el rendimiento 

diagnóstico de esta nueva PCR se evaluó de acuerdo con lo descrito en 3.4.1. Estudio comparativo 

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

 

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

prepuciales de toros reproductores. 

 

En primer lugar, se realizó una búsqueda bibliográfica sistemática mediante cadenas de búsqueda 

en PubMed, Scopus y Web of Science (3.2. Revisión sistemática de la literatura científica). El 
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total de publicaciones obtenidas (n = 614) fueron filtradas de acuerdo con criterios de inclusión y 

exclusión (ver sección 3.2. Revisión sistemática de la literatura científica).  

Se seleccionaron 6 protocolos de PCR diferentes, de los cuales 5 empleaban como diana genética 

la región 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 región microsatélite, TfRE, de T. foetus (Ho et al. 

1994). Las secuencias de los cebadores y sondas empleados, así como las condiciones de PCR de 

los protocolos comparados se resumen en la Tabla 4. Los resultados referentes a la especificidad 

y sensibilidad analítica, así como el rendimiento diagnóstico de los protocolos de PCR 

seleccionados se compararon entre sí con el objetivo de determinar el protocolo que presentaba 

los mejores resultados para la detección de T. foetus en muestras prepuciales de toros 

reproductores. La especificidad analítica se probó sobre una batería 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 27374T).  

La sensibilidad analítica fue analizada mediante diluciones seriadas en base 10 de una 

concentración inicial de 1ng/µL de ADN previamente extraído de la cepa tipo de T. foetus 30232 

(ATCC, EE.UU.) de acuerdo a las directrices de la OMSA para la correcta determinación del 

LOD y de los IC (WOAH 2019). El punto de corte de las técnicas de PCR en tiempo real se 

estableció del mismo modo al descrito en la sección 3.4.1. Estudio comparativo para la detección 

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

Por último, el rendimiento diagnóstico de todos los protocolos de PCR seleccionados se analizó 

sobre una selección de 466 muestras de lavados prepuciales (una muestra por toro), que, como se 

indicaba en la sección 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 M06, Tabla 4) indicada por la OMSA para la detección 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 calculó mediante el software SPSS (IBM SPSS Statistics 

22.0), así como los valores predictivos positivo (PPV) y negativo (NPV).  
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3.4.4. Diseño de una técnica de PCR en tiempo real sonda específica basada en el gen EF1αTf1 

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

 

Debido a que las técnicas de PCR dirigidas sobre la región ARNr-ITS podrían dar amplificaciones 

inespecíficas 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 número de técnicas de PCR diseñadas sobre dianas alternativas a este fragmento genético 

para la confirmación de casos positivos a T. foetus en muestras prepuciales, en la presente tesis se 

diseñó una nueva PCR en tiempo real sonda específica basada en el gen EF1-alfa-Tf1.  

En el trabajo de Oyhenart se diseñó 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 trofozoítos/mL) así como una alta especificidad al ser empleada 

sobre muestras prepuciales de toros (no se obtuvieron amplificaciones inespecíficas al ser aplicada 

en muestras que contenían Pentatrichomonas hominis y Tetratrichomonas spp., protozoos 

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

El diseño de la técnica de PCR en tiempo real basada en el gen EF1-alfa-Tf1 se realizó 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 única secuencia disponible y la misma 

empleada para el diseño de la técnica LAMP en el trabajo de Oyhenart (Oyhenart 2018). La 

especificidad de los cebadores y la sonda se verificó 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 TaqMan-MGB fue sintetizada por 

ThermoFisher (Applied Biosystems, Reino Unido). De manera adicional, se incluyó un control 

interno para comprobar la ausencia de inhibición de la reacción de PCR con el fin de minimizar el 

porcentaje de obtención de falsos negativos al ser aplicada sobre muestras biológicas. Finalmente, 

este protocolo fue incluido en el estudio comparativo realizado con los seis protocolos de PCR para 

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

en el Artículo 5 y la Tabla 4.  

Tabla 4. Composición 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) 

Infusión de caldo de ternera (g) 6,25     11748812 

(Fisher) 

Sangre de caballo lacada (mL) 17,5 17,5    SR 0048 

(Oxoid) 

Suplemento selectivo Campylobacter 1 vial 1 vial ⅜ 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  ½ vial ½ vial   SR 00232 

(Oxoid) 

NaCl (g)     2 131659 

(Panreac) 

KCl (g)     0,05 131494 

(Panreac) 

Na2HPO4 (g)     0,36 131679 

(Panreac) 

K2HPO4 (g)     0,06

1 

131509 

(Panreac) 

Stuart (modified) (g)    4  CM0111 

(Oxoid) 

Nutrient broth Nº2 (g)   6.25   CM 0067 

(Oxoid) 

*Usar 3/8 de un vial es poco práctico, por ello recomendamos la fabricación de al menos 333,3 mL de 

medio para emplear ½ 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 señalado que el 5- fluorouracilo y la 

cicloheximida  pueden ser tóximos para C. fetus, interfiriendo en su crecimiento. 

 

3.5. Evaluación y optimización 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 diagnóstico 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 diagnóstico de la CGB sino que también 

permite, por ejemplo, el desarrollo de autovacunas, el estudio de la susceptibilidad y patrones de 

resistencia a antibióticos, el desarrollo de estudios epidemiológicos, etc. No obstante, la sensibilidad 

del cultivo puede ser reducida en algunos escenarios epidemiológicos (WOAH 2021). En este 

contexto y con la finalidad de evaluar las variables que pueden afectar al rendimiento diagnóstico 

del cultivo de C. fetus a partir de muestras de lavados prepuciales, se realizó una revisión 

bibliográfica 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 óptimas para el aislamiento 

del patógeno, evaluándose en muestras de campo.  

Los criterios de selección de los medios de transporte, enriquecimiento y aislamiento se basaron en 

los siguientes puntos: i) que el resumen del artículo, capítulo de libro o informe debía incluir la 

composición 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 específicamente 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 relación a la correcta clasificación de Cfv, el cual pertenecería haata esa fecha a la especie 

anteriormente nombrada como Vibrio fetus, sin una diferenciación clara de las actuales subespecies 

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

En base a la literatura científica 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 y iii) el empleo de medios de aislamiento en 

placa con el uso, en ocasiones, de filtros. Además 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 conservación durante el transporte y 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 selección de los medios más comúnmente empleados (medios de transporte, enriquecimiento 

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

i) Evaluación comparativa de los medios de transporte, enriquecimiento y cultivo. La 

comparativa fue llevada a cabo mediante la contaminación 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 podían 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 

conservación de los medios de transporte contaminados artificialmente durante 24 h y 48 h 

a diferentes temperaturas (Figura 5A), se realizó un recuento bacteriano en placa y se 

compararon los resultados en términos de UFC (unidades formadoras de colonias) 

(experimento 1). Se seleccionó el medio de transporte que presentó los mejores resultados 

(mayor número de UFC recuperadas) para la evaluación de diferentes medios de 

enriquecimiento y de cultivo (Figura 5B) (experimento 2).  

ii) Determinación del protocolo de recuperación de C. fetus con mayor rendimiento 

diagnóstico 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 recuperación de Cfv y minimizasen el 

crecimiento de otros microorganismos, se evaluaron diferentes estrategias combinando 

distintas temperaturas de cultivo (42 ºC y 37 ºC), uso de filtros (0,65 µm y 0,45 µm) y uso 

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

 

Los ensayos para la evaluación 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 había sido previamente clasificada mediante los protocolos de PCR 
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publicados en el estudio previo mostrado en el Artículo 3 (Polo et al. 2021), siendo positiva para las 

técnicas de PCR específicas de la especie C. fetus (basadas en los genes gyrB, nahE, 16S ARNr, 

cpn60,  cstA y cdtB), y para las específicas de subespecie Cfv (basadas en los genes ISCfe1, 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 evaluó un total de cuatro 

medios de transporte (cuya composición 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 

sustituyó 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, 

España), y v) tampón PBS, que fue usado como medio de control para determinar la viabilidad de 

Cfv en un medio carente de nutrientes y antibióticos.  

Cada medio de transporte se inoculó con 300 uL un inóculo de Cfv en PBS a una concentración 

final de ≈ 105 UFC/mL, concentración comúnmente observada en lavados prepuciales de toros 

reproductores infectados por Cfv  (Indjein 2013), obteniendo una concentración final en los de ≈ 3 

x 104 UFC/mL en 10 mL.  

Dichos medios contaminados fueron almacenados durante 24 h en diferentes escenarios: i) 12h en 

refrigeración (4ºC) y 12h a temperatura ambiente (21±2ºC), ii) 12h a 21±2ºC y 12h a 4ºC, iii) 24h a 

4ºC, y iv) 24h a 21±2ºC (Figura 5A).  

 

Finalmente, un volumen de 100 µL de cada medio de enriquecimiento fue sembrado por duplicado 

en masa en placas de medio sólido Skirrow (Skirrow 1977) mediante empleo de asa Digralsky, con 

excepción del medio Stuart, único semisólido, cuya siembra se realizó mediante un hisopo. Las 

placas fueron incubadas a 37ºC en condiciones de microaerofilia durante 4 días. El experimentó se 

repitió 8 veces a lo largo de tres días. Asimismo, también se evaluaron las mismas combinaciones 

de temperatura con un tiempo total de conservación 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 incluyó los distintos medios 

de transporte y la combinación 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 sección 4.4.1). 

 
Tabla 5. Composición 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     ** CM0067 (Oxoid) 

Base agar sangre (g)    9.75  ** CM0331B (Oxoid) 

Base agar Campylobacter (g)     9.25 ** CM0689 (Oxoid) 

Caldo Brucella deshidratado (g)  7    ** R452662 (Remel) 

Agar bacteriológico (g)  0.4    ** A01718 (Condalab) 

Caldo Bolton (g)   6.9   ** CM0983 (Oxoid) 

Sangre lacada de caballo (mL) 12.5  12.5 12.5 12.5 ** SR 0048 (Oxoid) 

Suplemento selectivo Campylobacter    ½ vial  ** SR 0069 (Oxoid) 

Medio selectivo Campylobacter 

Preston  

½ vial    ½ vial ** SR 0204 (Oxoid) 

Suplemento de crecimiento 

Campylobacter  

½ vial    ½ vial ** SR 00232 (Oxoid) 

Suplemento selectivo Bolton    ½ 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 tóxica 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 continuación, 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 composición 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 sustituyó la cicloheximida por anfotericina B (Martin et al. 2002; Murinda et al. 2006; 

Koya 2016) y se eliminó la polimixina B debido a que podría 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) tampón PBS.  

Dicho medio de transporte se contaminó artificialmente con un inóculo 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 37ºC 

durante 48 h. 

Finalmente, un volumen de 100 µL de cada medio de enriquecimiento fue sembrado en masa placas 

de cultivo (cuya composición 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 37ºC en condiciones de 

microaerofilia durante 4 días (Figura 5B).  

El experimento se repitió en tres días diferentes, lo que generó seis observaciones para cada 

combinación de medios de enriquecimiento y cultivo. Los resultados de cada combinación 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 combinación que daba lugar a los 

recuentos más altos de Cfv, de cara al diseño del siguiente ensayo, dirigido a evaluar el rendimiento 

del diagnóstico del protocolo seleccionado (medio de transporte + medio de enriquecimiento) 

utilizando muestras de lavados prepuciales de toros. 

La combinación de medios y condiciones de cultivo que mejores resultados mostraron en los 

experimentos 1 y 2 se evaluó en muestras de campo, empleándose 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, España). Por cada muestra, 4,5 mL de 

la misma se contaminó artificialmente con 500 uL de una suspensión de Cfv con una concentración 

aproximada de 105 UFC/mL.  
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1 Datos no mostrados. Los resultados son comentados en la discusión. 

 

Figura 5.A) Esquema del experimento realizado para la comparación de medios de transporte (volumen final del 

medio de transporte de 10 mL y con una concentración final de ≈3 x 103 UFC/mL de Cfv). B) Medios de 

enriquecimiento y cultivo comparados, donde cada medio de enriquecimiento  se evaluó en paralelo con cada 

medio de cultivo: cada medio de enriquecimiento (con un volumen final de 12 mL) fue inoculado con 120  µL 

del medio de transporte (con una concentración final aproximada de 3 x 104 UFC/mL de Cfv), e incubado a 37ºC 

durante 48 h. Posteriormente 100 µL del medio de enriquecimiento fueron sembrados en las diferentes placas de 

medios de cultivo, las cuales fueron incubadas a 37ºC durante 4 días en microaerofilia. C) Grupo 1 de muestras 

de lavados prepuciales de toro (n = 12), inoculadas experimentalmente (500 uL de una suspensión de Cfv en 

PBS con una concentración aproximada 105 UFC/mL en 4,5 mL de lavado prepucial) para evaluar la tasa de 

recuperación de Cfv bajo diferentes temperaturas de cultivo (37ºC y 42ºC durante 4 días en microaerofilia) 

filtrando previamente las muestras con filtros de 0,65 µm y 0,45 µm de diámetro de poro así como sin el uso de 

filtros; D) Grupo 2 de muestras (n = 20) contaminadas experimentalmente (104 UFC/mL de Cfv) para evaluar la 

recuperación de Cfv bajo diferentes temperaturas de cultivo (37ºC y 42ºC durante 4 días en microaerofilia) 

filtrando previamente las muestras con filtros de 0,65 µm 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±2ºC. 
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Se utilizó un primer grupo de muestras (Grupo 1, n=12) para evaluar la tasa de recuperación 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 ºC vs. 42 ºC [la mayoría de las cepas de Cfv son capaces de crecer a 42 ºC 

(OMSA 2021)], ii) aplicar o no un paso de filtración pasiva previo al cultivo en medio sólido 

[ausencia de uso de filtros frente a empleo de filtros con tamaño de poro de 0,65 µm o  de 0,45 

µm de acuerdo a Chaban et al. (2013)] y iii) uso de distintos medios de cultivo sólidos [no 

selectivos (SBA) o selectivos (Skirrow y Preston)]. Se seleccionó el mejor protocolo basado en 

la combinación de temperatura, uso de filtro y medio de cultivo en base a un modelo de regresión 

logística que incluía estas tres variables como covariables y el aislamiento de Cfv (sí/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 específicas, la placa se consideraba 

positiva. 

Con base en los resultados del primer grupo de muestras, se analizó un segundo grupo (Grupo 2, 

n=20) para determinar forma precisa cual de las siguientes condiciones de procesamiento ofrecía 

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 ºC vs. 42 ºC, uso o no de filtración pasiva (usando 

filtros con tamaño de poro de 0,65 µm) y dos medios de cultivo selectivos (Preston vs. Skirrow) 

(Figura 5B). 
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4. RESULTADOS 
 

 

En esta sección 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 

metodología explicada brevemente en la sección anterior. La consecución de los objetivos 

propuestos se ha materializado a través de la publicación de cuatro artículos científicos y un 

trabajo redactado a modo de publicación científica en proceso de publicación, que se presentan a 

continuación en un total de tres capítulos. Además, se han generado otros resultados que se 

contemplan en el apartado de Anexos. 
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Capítulo I 
 

 

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

en el papel de los machos. 

 

Para llevar a cabo la evaluación sistemática 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 específico 1 de la presente tesis), se llevó a cabo una revisión 

sistemática de la bibliografía científica de microorganismos asociados a infertilidad en este 

ganado (Artículo 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 sistemáticas y/o 

metaanálisis sobre las causas infecciosas de infertilidad en toros motivó también el desarrollo de 

este trabajo. Los resultados de dicho artículo pusieron de manifiesto el bajo número de trabajos 

dirigidos a estudiar los agentes infecciosos que causan infertilidad en el macho, así 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 rebaños bovinos.  

El papel del toro en infertilidad bovina de carácter 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 asintomática en los machos. 

Existen patógenos (primarios y secundarios/oportunistas) causantes de infertilidad en bovino de 

distinta naturaleza: bacterias, parásitos, virus y hongos.  

Ante la falta de información en la literatura científica 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 relación con problemas de fertilidad, uno de 
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los objetivos específicos de la presente tesis (Objetivo específico 2) ha sido el análisis diferencial 

de las poblaciones bacterianas (uno de los grupos más diversos de acuerdo a los resultados del 

Artículo 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 índices de fertilidad, así 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 índices de fertilidad [fertilidad de los rebaños de los que proceden inferior al 

80%, expresada como la relación entre el número de terneros registrados en un año (total hijos) y 

el número de vacas nodrizas presentes (total madres), expresada en porcentaje] y en toros 

reproductores ‘control’ (porcentajes de fertilidad de los rebaños de los que proceden iguales o 

superiores a 80%), y observar la posible asociación de diferentes poblaciones bacterianas y dichos 

problemas reproductivos. Para ello, se llevó a cabo un estudio metagenómico basado en la 

secuenciación de la región hipervariable V3-V4 del gen del 16S del ARNr, y el posterior análisis 

de los resultados mediante herramientas bioinformáticas y estadísticas (Artículo 2 “Exploiting 

16S rRNA-based metagenomics to reveal neglected microorganisms associated with infertility in 

breeding bulls in Spanish extensive herds”). Así mismo, se evaluó la utilidad de esta técnica como 

herramienta diagnóstica para la detección de microorganismos potencialmente patógenos 

asociados a infertilidad en bovino que están 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 

capítulo I comprende dos estudios materializados en dos artículos: 

i. Artículo 1: publicado por la revista Veterinary and Animal Science [Índice de impacto 

(JCR): N/A – 2021 (53/168; Q2)] 
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ii. Artículo 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. Artículo 1: What about the bull? A systematic review about the role of males in bovine 

infectious infertility within cattle herds 

 

Autores: Polo, C., García-Seco, T., Díez-Guerrier, A., Briones, V., Domínguez, L., Pérez-Sancho, 

M.  

Título: What about the bull? A systematic review about the role of males in bovine infectious 

infertility within cattle herds 

Revista: Veterinary and Animal Science 

Año: 2023 

Volumen: Online 

Páginas: 1-9  

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

 

La mayoría 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 

producción al ser ellas el principal componente de las explotaciones ganaderas en sistemas para 

la producción de carne. En explotaciones de régimen extensivo el sistema de reproducción 

principal es la monta natural, donde los machos comúnmente son empleados para la cubrición de 

varias hembras (y en ocasiones comparten espacios con distintos grupos de hembras durante gran 

parte del año), lo que puede suponer un alto riesgo de diseminación de patógenos en dichas 

explotaciones. En este tipo de producciones, los machos pueden desempeñar un papel importante 

en relación con la fertilidad de dichos rebaños. En primer lugar, de manera directa, asociado a 

patógenos que afectan a la capacidad reproductiva del propio macho, p.ej. patógenos que afectan 

a la calidad espermática como BoHV-1 (Givens 2018). En segundo lugar, de manera indirecta, al 

actuar como transmisores de patógenos que afectan a la fertilidad de las hembras mientras en los 
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machos pueden causar infecciones asintomáticas p.ej. C. fetus (Givens 2018). Esta limitada 

información disponible sobre los machos reproductores dificulta determinar el verdadero impacto 

de los toros en la sanidad animal a nivel reproductivo y la producción ganadera en régimen 

extensivo, más aún cuando se ha observado que la cantidad de patógenos potencialmente 

causantes de infertilidad es muy amplia en ganado bovino, incluyendo patógenos zoonósicos 

como C. fetus.  

Como se ha comentado previamente, tanto la fertilidad (entendida como capacidad reproductiva) 

como la presencia de patógenos causantes de infertilidad en el ganado bovino pueden tener un 

mayor impacto en el rebaño en un toro individual que en una vaca. De este modo, la existencia 

de toros subfértiles y toros portadores de patógenos causantes de infertilidad bovina se traduce en 

potenciales pérdidas económicas y un aumento de la huella ecológica de la producción ganadera. 

Ante la acusada escasez de revisiones sistemáticas y estudios de metaanálisis sobre las causas 

infecciosas de infertilidad bovina en toros, y el escaso conocimiento acerca del verdadero papel 

del macho en este campo, este trabajo planteó como objetivo recopilar y analizar las causas 

infecciosas, descritas hasta la fecha (diciembre de 2022), asociadas a problemas de infertilidad 

bovina, centrándose en el papel del macho como causa de fallos reproductivos tanto de forma 

directa como indirecta. Además, se pretendía destacar posibles aspectos clave aún no 

determinados de la relevancia de los toros en la aparición de problemas de infertilidad de origen 

infeccioso en los rebaños bovinos.  

Así, en el presente estudio se hizo una revisión bibliográfica sistemática utilizando las bases de 

datos PubMed, Web of Science y Scopus (hasta el 9 de diciembre de 2022) empleando las 

siguientes cadenas de búsqueda: 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 bibliográficos de los cuales 38 artículos, desde el año 1966, 

fueron analizados en base a los siguientes criterios de selección: i) estudios realizados sobre 
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muestras de campo procedentes de rebaños bovinos con problemas de fertilidad, ii) estudios que 

hubieran identificado uno o más microorganismos como la posible causa de la baja tasa de 

fertilidad de dichos rebaños, y iii) estudios realizados en rebaños compuestos exclusivamente por 

machos o 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 parásitos. No se 

identificaron hongos en los estudios incluidos. Los patógenos más 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 patógenos de los que apenas se han publicado estudios en referencia a cómo 

afectan a la fertilidad de los machos o el mecanismo de transmisión a las hembras (p.ej. 

Staphylococcus spp., o BoHV-4). La distribución de los patógenos incluidos en el presente 

trabajo, presentan una distribución mundial. 

De acuerdo con los resultados de la presente revisión sistemática, se observa una tendencia 

general hacia un número creciente de publicaciones enfocadas al estudio de los problemas de 

infertilidad en toros, lo que podría estar indicando que el impacto de las infecciones presentes en 

machos que afectan negativamente a la fertilidad de los rebaños genera una creciente 

preocupación que suscita un interés en aumento en esta materia.  

Uno de los resultados más sorprendentes de esta revisión fue la ausencia de patógenos (de 

transmisión 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 espermática en toros se ha demostrado mediante infecciones experimentales (Ďuračka 

et al. 2021). En el caso de Candida spp. se ha observado que las infecciones en el tracto 

reproductivo de vacas podrían ser causa de problemas reproductivos (Foley y Schlafer 1987; 
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Henker et al., 2022; Yoo, 2010), no obstante, no se encuentra información en la literatura 

científica acerca de si podría o no transmitirse de machos a hembras a través de la monta natural 

e inseminación artificial ni de su posible efecto sobre la fertilidad del propio macho pese a haberse 

descrito que en búfalos (Bubalus bubalis), los machos son una posible fuente de infección 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 patógenos primarios y 

oportunistas que pueden afectar a la fertilidad del toro y, en consecuencia, en la comprensión 

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

Por último, cabe citar que las publicaciones incluidas en el presente estudio de revisión empleaban 

inmunoensayos (como la técnica ELISA), cultivo (y en ocasiones observación directa del 

patógeno mediante microscopía) y PCR. Más allá de las limitaciones técnicas que puedan 

presentar estas aproximaciones diagnósticas para la identificación de los agentes causantes de 

infertilidad en los rebaños, todas presentan un inconveniente común: suelen estar diseñadas 

exclusivamente para el diagnóstico dirigido a microrganismos específicos (p.e. microorganismos 

cultivables o uso de medios selectivos en el caso del cultivo y técnicas de PCR especie-específicas 

en el caso del diagnóstico molecular). Sin embargo, actualmente existen herramientas más 

novedosas, como el empleo de la secuenciación masiva en el diagnóstico de enfermedades 

infecciosas, que brindan la posibilidad de estudiar la población completa de microorganismos 

presentes en una muestra, lo que permite evaluar la importancia de patógenos potencialmente 

desatendidos o que no son identificados rutinariamente por los laboratorios diagnósticos. Esto 

permitiría complementar el conocimiento sobre microorganismos potencialmente asociados a 

infertilidad en toros contribuyendo a la confirmación de la HIPÓTESIS 4 (El empleo de análisis 

metagenómicos sobre muestras clínicas procedentes de toros reproductores es una herramienta 

adecuada para avanzar en el conocimiento sobre el papel del toro en los problemas de 

infertilidad de etiología infecciosa, permitiendo identificar patógenos asociados a problemas de 

fertilidad en el rebaño así como sus dinámicas de infección, especialmente en el caso de aquellos 

potenciales patógenos que escapan a los controles rutinarios así como arrojar información 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 Artículo 2 (“Exploiting rRNA-based metagenomics to reveal neglected 

microorganisms associated with infertility in breeding bulls in Spanish extensive herds”) del 

presente capítulo (que se presenta más adelante). En definitiva, el Artículo 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 más 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 Artículo 1, los resultados del mismo apoyan la HIPÓTESIS 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 o que no se 

consideran en los análisis microbiológicos realizados en el diagnóstico rutinario de esta 

patología), HIPÓTESIS 2 (Existe un limitado conocimiento acerca del verdadero papel del 

macho en la infertilidad infecciosa bovina de rebaño seguramente asociado al bajo número de 

estudios realizados en machos reproductores en extensivo sobre los patógenos causantes de 

infertilidad en toro que pueden ser transmitidos de forma venérea a las hembras en las que causan 

infertilidad), y la HIPÓTESIS 3 (El análisis sistemático de la literatura científica es una 

herramienta útil para reconocer los patógenos descritos asociados a infertilidad en toros 

permitiendo identificar las posibles limitaciones más relevantes respecto al conocimiento que 

tenemos sobre el posible impacto del toro en la fertilidad de los rebaños por causas infecciosas, 

lo que permitirá sentar las bases de un plan de control y prevención de agentes infecciosos 

causantes de infertilidad en toros) de la presente memoria de tesis doctoral. 
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4.1.2. Exploiting 16S rRNA-based metagenomics to reveal neglected microorganisms associated 

with infertility in breeding bulls in Spanish extensive herds. 

 

Autores: Polo, C., Hernández, M., García-Seco, T., Fernández, V., Briones, V., Díez-Guerrier, 

A., Abad, D., Rodríguez-Lázaro, D., Domínguez, L., & Pérez-Sancho, M.  

Título: Exploiting 16S rRNA-based metagenomics to reveal neglected microorganisms associated 

with infertility in breeding bulls in Spanish extensive herds.  

Revista: Research in Veterinary Science 

Año: 2022 

Volumen: 150 

Páginas: 52-57  

DOI: doi:10.1016/j.rvsc.2022.04.019 

 

 

La falta de información sobre las características de la población bacteriana del sistema 

reproductivo en bovinos, especialmente en toros empleados para la cría, podría estar limitando 

una comprensión holística de las patologías reproductivas de origen infeccioso y el papel que el 

microbioma prepucial de toros reproductores criados en sistemas extensivos podría estar teniendo 

en el desarrollo de estas. Hasta la realización del estudio publicado en el Artículo 2 mostrado en 

el presente capítulo, no había sido publicado ningún trabajo que realizara un estudio comparativo 

de las poblaciones bacterianas presentes lavados prepuciales de toros empleados para la cría 

diagnosticados como sanos desde un punto de vista reproductivo y toros catalogados como 

subfértiles o con bajos índices de fertilidad relacionando la presencia de determinadas bacterias a 

su fertilidad. La publicación del Artículo 2 se encuentra muy próximo a la publicación de dos 

artículos relacionados con la materia, el publicado por Wickware y colaboradores en 2020 y el 

publicado por Cojkic y colaboradores en 2021. El primero exploró cómo diferentes variables (tipo 

de alimentación, historial reproductivo, variedad y uso de antibióticos) afectaban a la composición 

del microbioma prepucial de toros (no catalogados como fértiles, subfértiles o infértiles) llegando 

a la conclusión 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 sí sugiere la existencia de diferencias de la microbiota seminal 

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

En el presente trabajo se realizó un estudio diferencial metagenómico basado en la amplificación 

y secuenciación de la región hipervariable V3-V4 del gen que codifica la subunidad 16S del ARNr 

bacteriano. El análisis se llevó a cabo en 1029 muestras prepuciales de toros criados en régimen 

extensivo en España (una muestra por toro). El material de estudio se dividió en un total de 944 

muestras que correspondían a animales procedentes de rebaños con bajos índices de fertilidad 

[grupo problema con porcentajes de fertilidad inferiores al 80%, siendo esta la relación entre el 

número de terneros registrados en un año (total hijos) y el número de vacas nodrizas presentes 

(total madres), expresada en porcentaje], y 85 muestras que correspondían a animales procedentes 

de rebaños reproductivamente sanos (grupo control, con porcentajes de fertilidad iguales o 

superiores al 80%).  

Los resultados de la secuenciación de la región V3-V4 del 16S del ARNr en cada una de las 

muestras fueron analizados mediante herramientas bioinformáticas (Qiime2) y estadísticas (R 4.0 

Studio y IBM SPSS Statistics 25.0). Se analizaron los taxones más representativos en el grupo 

problema y el grupo control, las Díez familias bacterianas más abundantes y la diversidad alfa y 

beta de las poblaciones bacterianas mediante los índices Simpson y Shannon (para la diversidad 

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

Los resultados del análisis de las poblaciones bacterianas no mostraron diferencias significativas 

entre el grupo problema y el grupo control, siendo similares las abundancias de los taxones más 

representativos en ambos grupos de muestras. Las Díez familias más abundantes presentaron una 

distribución 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 índices Shannon y Simpson empleados (índice de Shannon, 

p-valor = 0,745; índice Simpson, p-valor = 0,403). Los resultados para ambos índices 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 análisis del índice Bray-Curtis mediante el Análisis de Coordenadas Principales (PCoA) 

explicó solo el 23,4% de varianza de las diferencias entre las muestras. La función ‘Adonis’ indicó 

que solo el 0,8% (R2 = 0,00829) de la variación 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 relación con su estatus 

reproductivo, esto es, la diferenciación entre toros catalogados como bajos índices de fertilidad 

frente a sanos desde un punto de vista reproductivo. 

El análisis individual de las OTU mostró 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 relación con infertilidad bovina, diferentes 

especies de dicho género (M. bovis y M. bovigenitaliun) han sido descritas como patógenos que 

parecen causar infertilidad en bovino (Panangala et al. 1981, Dudek et al. 2020). Curiosamente, 

en el caso de patógenos primarios previamente asociados a infertilidad bovina (p.ej. C. fetus) no 

se observó una asociación estadísticamente significativa con bajos índices de fertilidad. En este 

punto es importante señalar que, p.ej. C. fetus (cuya correlación con los problemas de fertilidad 

mostró un p-valor de 1) solo se detectó en las muestras del grupo problema (en el 2,75% de las 

muestras totales) lo que podría indicar que existen patógenos que, aunque no se hayan asociado 

significativamente mediante en el análisis estadístico realizado, podrían estar jugando un papel 

importante en referencia a infertilidad bovina. Por otra parte, ciertos patógenos 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 más estudios sobre el 

verdadero papel de U. diversum en la infertilidad del ganado y los factores que desencadenan su 

potencial capacidad patógena en ciertos escenarios. Por tanto, los resultados del presente estudio 

confirman la HIPÓTESIS 1: existen microorganismos que juegan un papel importante 

(primario/secundario) en los problemas de fertilidad de origen infeccioso en toros de régimen 



Resultados 

 

118 
 

extensivo que no se conocen o que no se consideran en los análisis microbiológicos realizados 

en el diagnóstico rutinario de esta patología) de la presente memoria de tesis doctoral. 

Finalmente, el trabajo presentado en este capítulo pone de manifiesto el potencial que tiene la 

aplicación de técnicas de secuenciación masiva para la detección 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 rebaños bovinos en extensivo. 

De este modo, se refuerza la idea planteada en la HIPÓTESIS 4: El empleo de análisis 

metagenómicos sobre muestras clínicas procedentes de toros reproductores es una herramienta 

adecuada para avanzar en el conocimiento sobre el papel del toro en los problemas de 

infertilidad de etiología infecciosa, permitiendo identificar patógenos asociados a problemas de 

fertilidad en el rebaño así como sus dinámicas de infección, especialmente en el caso de aquellos 

potenciales patógenos que escapan a los controles rutinarios, así como arrojar información 

sobre la presencia de microorganismos desconocidos hasta la fecha que pudieran estar 

afectando, de forma primaria o secundaria.  

El potencial de este tipo de análisis metagenómico reside en su capacidad teórica de revelar la 

presencia de todos los microrganismos de una muestra de manera simultánea permitiendo revelar 

las dinámicas de circulación microbiana, la coexistencia o sinergia de determinados patógenos, la 

presencia de microorganismos que escapan a técnicas diagnósticas exclusivamente dirigidas sobre 

patógenos específicos ya reconocidos como causantes de infertilidad, etc. 
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Capítulo II 
 

 

4.3. Estudio para la evaluación y mejora, en su caso, de la técnica PCR para la detección de C. 

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

 

A pesar de la limitada información disponible respecto a los agentes infecciosos que pueden 

causar problemas de fertilidad en el toro, existen una serie de patógenos primarios de importancia 

reconocida cuya detección temprana en los toros es un elemento clave para la prevención y control 

de estos. Uno de ellos es C. fetus, cuya subespecie Cfv es el agente causal de CGB, enfermedad 

de declaración obligatoria en España de acuerdo al  Real Decreto 526/2014. Este patógeno supone 

una preocupación en producción animal al ser una causa de pérdidas económicas en el sector 

bovino por su efecto sobre los índices de fertiildad. Además, la  subespecie Cfv ha sido detectada 

en casos de infección en humanos (Wagenaar et al. 2014). Por su parte, la subespecie Cff causa 

infecciones esporádicas en el tracto reproductivo en ganado bovino, donde se la ha relacionado 

con problemas reproductivos, además supone una potencial preocupación en salud pública al 

tratarse de un patógeno zoonósico capaz de transmitirse al ser humano a través de diferentes vías 

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

Otro patógeno primario asociado a problemas de fertilidad en machos es T. foetus, agente 

etiológico de la tricomoniasis bovina, también considerada una enfermedad de declaración 

obligatoria en España (Real Decreto 526/2014). La tricomonosis bovina en España es una causa 

relevante de infertilidad en los rebaños que genera pérdidas económicas principalmente en 

explotaciones extensivas dedicadas a la producción de carne (Collantes-Fernández et al. 2019). 

Como ya se ha mencionado previamente, los toros infectados por C. fetus y T. foetus resultan ser, 

por lo general, asintomáticos (Michi et al. 2016). Debido a la falta de síntomas en machos, las 

infecciones por estos patógenos en toros reproductores pueden pasar desapercibidas si no se 

realizan controles previos a la monta o IA,  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 específica, por lo que la detección temprana y eficaz de toros infectados 

resulta ser una medida preventiva adecuada para minimizar el impacto negativo que tienen estos 

patógenos en la fertilidad de los rebaños.  

Debido a las limitaciones del cultivo respecto a la PCR, esta última técnica diagnóstica es la más 

comúnmente empleada para la detección de C. fetus y T. foetus en muestras prepuciales de toros. 

No obstante, la PCR también presenta algunas limitaciones para la detección de ambos patógenos 

en muestras clínicas, siendo una técnica susceptible de mejora. Los estudios del presente capítulo 

dan respuesta al OBJETIVO ESPECÍFICO 3 (Evaluar diferentes protocolos de PCR publicados 

en la literatura científica para la detección de C. fetus y la diferenciación 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 detección mediante PCR que mejore el rendimiento 

diagnóstico de esta técnica, y en consecuencia, permita la identificación de toros portadores para 

llevar a cabo la implementación de pautas de actuación y prevención más rápidas y eficaces en 

los programas de reproducción de explotaciones extensivas en bovino), y OBJETIVO 

ESPECÍFICO 4 (Evaluar diferentes protocolos de PCR publicados en la literatura científica para 

la detección de T. foetus en lavados prepuciales de machos reproductores criados en régimen 

extensivo, así como diseñar 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 detección que mejore el rendimiento diagnóstico de esta 

técnica y para la implementación de pautas de actuación y prevención más rápidas y eficaces en 

los programas de reproducción de explotaciones extensivas en bovino) de la presente memoria 

de tesis doctoral.  

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

corresponientes:  

i) Artículo 3, en el que se realiza la adaptación y comparación de diferentes técnicas de PCR 

para la detección de C. fetus y la diferenciación 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: 0,69 – 2021 (cuartil Q1)] con la referencia 

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

ii) Artículo 4, en el que se realiza la adaptación y comparación de diferentes protocolos de 

PCR para la detección 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., García-Seco, T., Hernández, M., Fernández, V., Rodríguez-Lázaro, D., 

Goyache, J., Domínguez, L., & Pérez-Sancho, M. 2021.  

Título: Evaluation of PCR assays for Campylobacter fetus detection and discrimination between 

C. fetus subspecies in bovine preputial wash samples.  

Revista: Theriogenology 

Año: 2021 

Volumen: 172 

Páginas: 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 (además de una potencial preocupación en sanidad pública al 

tratarse de un patógeno zoonósico). Hasta la fecha, se han identificado tres subespecies de C. 

https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2021.06.020
https://doi.org/10.1007/s00436-022-07487-72.740
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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 etiológico 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 

única de enfermedades de declaración obligatoria de la OMSA. En España, se trata de una 

enfermedad de declaración 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 esporádica, 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 podría alterar de forma 

negativa la calidad espermática así como ser transmitido de forma venérea a las hembras donde 

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

En machos, las infecciones por C. fetus suelen ser asintomáticas por lo que pueden pasar 

fácilmente desapercibidas durante largos periodos de tiempo, lo que parece dificultar su control 

dentro de los rebaños, ya que los machos podrían actuar como portadores silentes, transmitiendo 

C. fetus de forma venérea. 

 En este escenario, la disponibilidad de técnicas diagnósticas fiables, rápidas y económicas (que 

permitan la detección de C. fetus y la identificación de la subespecie de los aislados) es una 

estrategia clave para el control de este patógeno, permitiendo evaluar el estado sanitario 

reproductivo de los toros de una explotación. Si bien el cultivo a partir de muestras clínicas se 

considera la técnica de referencia para el diagnóstico de CGB (WOAH 2021) en la actualidad, la 

mayoría de los laboratorios diagnósticos utilizan la técnica PCR como una herramienta rápida y 

fiable para la detección e identificación de C. fetus y la diferenciación de sus subespecies en 

muestras prepuciales. A pesar de ello, no existe ningún ensayo de PCR normalizado y 

estandarizado para la detección y la diferenciación 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. Además, la cantidad de estudios comparativos (en 

términos de sensibilidad, especificidad y rendimiento diagnóstico) de las diferentes técnicas de 

PCR disponibles para la detección de C. fetus en muestras clínicas es muy limitada, no existiendo 

ninguno que abarque todas las dianas genéticas disponibles para la identificación de la especie y 

diferenciación de subespecies de C. fetus. Por último, algunas de las dianas descritas para estos 

fines no están exentas de inconvenientes y particularidades que se traducen en distintos 

rendimientos diagnósticos. Todo ello dificulta el disponer de un sistema de vigilancia para la 

recogida de información armonizada sobre la presencia, circulación, incidencia, etc. de este 

patógeno en la cabaña ganadera. En definitiva, todo ello limita el conocimiento holístico que 

tenemos en la actualidad acerca del verdadero papel de las subespecies Cfv y Cff en la infertilidad 

infecciosa en ganado bovino. 

En el Artículo 3 (“Evaluation of PCR assays for Campylobacter fetus detection and 

discrimination between C. fetus subspecies in bovine preputial wash samples”) del presente 

capítulo, se realizó un estudio comparativo de diferentes protocolos de PCR dirigidos sobre 

distintas dianas genéticas con la finalidad de adaptar y determinar el protocolo más adecuado para 

la detección de C. fetus en lavados prepuciales de toros criados en extensivo, así como para la 

diferenciación de las subespecies Cfv y Cff y el papel que la subespecie Cff podría 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 identificación de la especie C. fetus. De igual modo se evaluaron cuatro 

ensayos de PCR dirigidos sobre los genes ISCfe1, sapB2, parA y virB11 para la diferenciación de 

las subespecies Cfv y Cff. De todos los protocolos de PCR incluidos en el presente estudio, 

destaca la adaptación de una técnica PCR basada en el protocolo de pirosecuenciación del trabajo 

de Persson y colaboradores (2012). Para dicha adaptación, se tomaron los cebadores específicos 

de C. fetus gyrB-F3 y gyrB-R2 junto con la sonda gyrB-P1, cuya combinación, de acuerdo con el 

análisis in silico realizado con BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), permitía la 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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detección específica 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 

analíticas de cada protocolo. A continuación, se analizó el rendimiento diagnóstico de cada 

técnica sobre 289 muestras prepuciales (una muestra por toro) de toros criados en régimen 

extensivo que previamente habían sido analizadas mediante el estudio metagenómico basado en 

la secuenciación de la región hipervariable V3-V4 del gen del 16S del ARNr para la clasificación 

de la población bacteriana (Artículo 2). De este modo, se incluyeron 41 muestras positivas a C. 

fetus y 248 muestras negativas, de acuerdo a los resultados del análisis metagenómico. El 

protocolo de PCR llamado en el presente trabajo “P12” (Persson et al. 2012), dirigido sobre el 

gen gyrB, obtuvo los mejores resultados en comparación al resto de protocolos de PCR 

empleados, detectando C. fetus en el 95,1% de las muestras positivas (39/41) por metagenómica 

y un 2% de las muestras (5/248) cuya identificación 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 específica de subespecie, pero no se detectó Cff en ninguna de las 

muestras. En consecuencia, en un 14,6% de los casos (6/41) no fue posible la identificación de la 

subespecie. Cabe destacar que el único protocolo de PCR incluido en el estudio para la 

identificación de Cff (Wang et al. 2002), presentó una sensibilidad analítica baja (50.000 copias 

de genoma por reacción de PCR), por lo que se debe considerar que la presencia de Cff en las 

muestras analizadas podría estar pasando desapercibida debido a la limitada sensibilidad analítica 

de la única técnica disponible, pudiendo estar siendo infravalorado el papel de Cff con relación a 

infertilidad en bovino. Por otra parte, en el 33,1% de las muestras negativas a C. fetus (82/248) se 

observaron amplificaciones inespecíficas con alguna de las técnicas PCR con dianas genéticas 

empleadas para la detección de la subespecie Cfv (ISCfe1 y virB11). Todos estos resultados 

pusieron de manifiesto las claras limitaciones de los protocolos de PCR para la diferenciación de 

subespcies de C. fetus disponibles hasta la fecha.  
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Con los resultados obtenidos en este trabajo, se confirmó la HIPÓTESIS 5 en lo referente a C. 

fetus (Las herramientas moleculares actualmente implementadas en la detección de C. fetus y T. 

foetus presentan un margen de mejora que repercutirá en las medidas de control y manejo de 

estas patologías infecciosas en el toro) y refuerza la idea planteada en la HIPÓTESIS 6 (La 

detección de C. fetus y la diferenciación 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 detección de C. fetus en lavados prepuciales, 

disminuyendo el rendimiento diagnóstico para detección y diferenciación de subespecies de C. 

fetus en muestras clínicas).   

Así mismo se da respuesta al OBJETIVO ESPECÍFICO 3 de la presente tesis: Evaluar diferentes 

protocolos de PCR publicados en la literatura científica para la detección de C. fetus y la 

diferenciación 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 detección 

mediante PCR que mejore el rendimiento diagnóstico de esta técnica, y en consecuencia, permita 

la identificación de toros portadores para llevar a cabo la implementación de pautas de actuación 

y prevención más rápidas y eficaces en los programas de reproducción 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 detección de C. fetus en muestras prepuciales de 

acuerdo con lo publicado en la literatura científica 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 comprensión del papel 

de las subespecies Cfv y Cff en la epidemiología y patogenia de la infertilidad infecciosa bovina.  
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4.3.2 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.   

 

Autores: Polo, C., García-Seco, T., Fernández, V., Hernández, M., Briones, V., Díez-Guerrier, 

A., Domínguez, L., & Pérez-Sancho, M.  

Título: 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.  

Revista: Parasitology Research. 

Año: 2022 

Volumen: 121(6) 

Páginas: 1725–1733 

DOI: doi.org/10.1007/s00436-022-07487-7   

 

El parásito T. foetus es el agente etiológico de la tricomonosis bovina, si bien también se ha 

detectado en gatos y cerdos. La tricomonosis bovina es una enfermedad incluida en la lista única 

de enfermedades de declaración obligatoria de la OMSA y declaración obligatoria en España de 

acuerdo al Real Decreto 526/2014, que afecta negativamente a la fertilidad de los rebaños 

generando pérdidas económicas en las explotaciones afectadas. En los toros, la tricomonosis 

generalmente es una enfermedad venérea asintomática y persistente capaz de ser transmitida a las 

hembras a través de la monta natural y la inseminación artificial. Por su carácter asintomático en 

los machos, las infecciones por T. foetus fácilmente pasan desapercibidas. Debido a la 

controversia acerca de los tratamientos de las infecciones por este parásito, la detección de T. 

foetus para el control de toros infectados es un punto clave para su control dentro de los rebaños 

bovinos y la prevención de su transmisión a las hembras.  

La detección de T. foetus en muestras clínicas se realiza generalmente por microscopía, cultivo o 

PCR. Sin embargo, las condiciones de muestreo y transporte pueden afectar a los porcentajes de 

detección de T. foetus, especialmente cuando se emplean las técnicas diagnósticas de microscopía 
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directa o cultivo. Así, la PCR es la técnica más comúnmente empleada por los laboratorios 

diagnósticos. La mayoría de los protocolos de PCR publicados se dirigen sobre la región 

genómica ARNr-ITS, la cual parece presentar una alta homología con la secuencia de otros 

microorganismos filogenéticamente próximos (como Simplicimonas spp. o Tritrichomonas 

mobilensis) pudiendo dar lugar a amplificaciones inespecíficas. De hecho, en el presente trabajo 

fueron observadas reacciones cruzadas con Simplicimonas spp. por parte de los cebadores TFIT-

F/TFITS-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; Dąbrowska et al. 2019a), refuerza la idea acerca de 

la potencial inespecificidad de los protocolos de PCR basados sobre la región genómica ARNr-

ITS en algunos escenarios. En la práctica, este hecho se traduce en la aparición 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 región genómica ARNr-ITS. 

La información publicada relativa a dianas alternativas de PCR para la detección de T. foetus es 

muy escasa. De acuerdo con el estudio presentado en el presente capítulo, solo se han descrito 

dos dianas genéticas alternativas: i) el microsatélite TfRE, para el que existe publicada una PCR 

convencional (Ho et al. 1994), y ii) el gen que codifica la beta-tubulina 1, sobre el que se ha 

diseñado un kit comercial (WOAH 2018) del que se carece de información publicada acerca del 

protocolo de PCR y secuencias de cebadores y sonda empleados.  

En el presente trabajo (Artículo 4) se realizó un estudio comparativo de distintas parejas de 

cebadores dirigidos sobre la diana ARNr-ITS con el fin de determinar el protocolo de PCR más 

adecuado para la detección de T. foetus sobre lavados prepuciales, así como su comparación 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 ESPECÍFICO 4 de la presente Tesis: Evaluar diferentes 

protocolos de PCR publicados en la literatura científica para la detección de T. foetus en lavados 

prepuciales de machos reproductores criados en régimen extensivo así como diseñar 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 detección 

que mejore el rendimiento diagnóstico de esta técnica y para la implementación de pautas de 

actuación y prevención más rápidas y eficaces en los programas de reproducción de 

explotaciones extensivas en bovino. 

Debido a la escasez de dianas de PCR alternativas a ARNr-ITS, en el presente estudio también se 

diseñó una nueva PCR en tiempo real dirigida al gen EF1-alfa-Tf1 (que codifica para el factor de 

elongación 1 alfa 1, implicado en el proceso de traducción por parte de los ribosomas). Esta diana 

ha sido previamente empleada para la detección 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 comúnmente confundidos con T. 

foetus) (Oyhenart 2018). 

En total, el estudio comparativo comprendió cinco protocolos con diferentes parejas de cebadores 

dirigidos sobre la región ARNr-ITS (Gookin et al. 2002, 2005; McMillen y Lew 2006b; Mueller 

et al. 2015;  Nickel et al. 2002), un protocolo dirigido sobre el microsatélite TfRE (Ho et al. 1994) 

y la PCR diseñada en el presente trabajo dirigida sobre el gen EF1-alfa-Tf1 (Polo et al. 2022). 

Como técnica de referencia en el estudio se empleó una de las técnicas de PCR en tiempo real 

dirigida sobre la región ARNr-ITS incluida en el presente trabajo. Esta es la técnica denominada 

M06 (McMillen y Lew 2006), indicada como protocolo de PCR adecuado para la detección 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 analítica de cada protocolo de PCR incluido en el estudio. Posteriormente, se 

determinó el rendimiento diagnóstico de cada protocolo sobre 466 muestras prepuciales de toros 

reproductores criados en régimen extensivo, donde un total de 168 muestras se correspondían con 

casos positivos a T. foetus y 298 a casos negativos. Se calculó la concordancia mediante el cálculo 

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. Así mismo fueron 

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

En cuanto a los protocolos dirigidos a la región genómica 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 G05 (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 G02 (Gookin et al. 2002) (Coeficiente kappa de Cohen = 0,587) con el que se 

observaron un 18,6% de amplificaciones inespecíficas y que presentó 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 N02 (Nickel et al. 2002) también presentó 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 diagnósticos que utilicen los sets de cebadores de los protocolos G02 y N02 dificultó una 

adecuada discusión de los resultados obtenidos en el presente estudio, donde se sugiere que G02 

y N02 no son protocolos adecuados para la detección de T. foetus en muestras prepuciales de 

toros. 

Por último, la técnica PCR diseñada sobre el gen EF1-alfa-Tf1 fue capaz de detectar 5,75 copias 

del genoma de T. foetus sin mostrar amplificaciones inespecíficas, donde su rendimiento 

diagnóstico mostró 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 última técnica fue capaz de detectar 0,575 copias del 

genoma de T. foetus y no presentó reacciones inespecíficas en el presente trabajo, si bien este 

último punto resulta ser controvertido al haberse identificado amplificaciones inespecíficas 

previamente (Felleisen et al. 1998). Una ventaja del protocolo de PCR en tiempo real diseñado 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 detección de posibles inhibiciones de la 
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propia técnica PCR, así como la rapidez en la obtención de resultados al tratarse de un protocolo 

que hace uso de una sonda específica que da los resultados de la PCR en tiempo real. Estos dos 

factores son de gran relevancia a la hora de aplicar esta tecnología en la detección de C. fetus en 

muestras clínicas como parte del proceso diagnóstico de enfermedades reproductivas en ganado 

bovino. 

Los resultados de este trabajo confirman la HIPÓTESIS 5 en lo referente a T. foetus (Las 

herramientas moleculares actualmente implementadas en la detección de C. fetus y T. foetus 

presentan un margen de mejora que repercutirá en las medidas de control y manejo de estas 

patologías infecciosas en el toro) y la HIPÓTESIS 7 [El empleo de protocolos de PCR para la 

detección de T. foetus en muestras prepuciales de toros reproductores (técnica comunmente 

empleada por laboratorios diagnósticos), presenta limitaciones en cuanto a su especificidad 

debido a que se basa sobre una región homóloga (ARNr-ITS) en otras especies de Trichomonas 

potencialmente presentes en muestras clínicas, lo que se podría traducir en la potencial aparición 

de falsos positivos. Por ello, el diseño de protocolos de PCR sobre dianas genéticas alternativas 

como herramienta de confirmación de infecciones por T. foetus en lavados prepuciales de toro, 

supondría una mejora del rendimiento diagnóstico mediante PCR] de la presente memoria de 

tesis doctoral. 
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Capítulo III 
 

 

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., García-Seco, T., Fernández, V., Briones, V., Díez-Guerrier, A., Domínguez, 

L., Pérez-Sancho, M.  

Título: Time, temperature, and media: the three keys to improve the recovery of Campylobacter 

fetus subsp. venerealis from preputial bull samples. 

Revista: en proceso de revisión. 

 

Como se ha mencionado a lo largo de la presente memoria de tesis doctoral, uno de los 

microorganismos más destacados por su importancia en infertilidad bovina es C. fetus. La 

subespecie Cfv (para la cual se han descrito algunos casos de infección en humanos) es la causa 

etiológica de la CGB. Como se ha indicado con anterioridad, los toros infectados por C. fetus 

resultan ser asintomáticos, lo que facilita que las infecciones por Cfv pasen desapercibidas. Por 

ello, la detección de toros infectados resulta ser una medida preventiva fundamental para 

minimizar el impacto negativo de la CGB en los rebaños.  

La técnica de referencia para el diagnóstico 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 

clínicas, lo que la convierte en una técnica esencial para el desarrollo de autovacunas como 

herramienta de emergencia en el control de C. fetus, la caracterización de cepas para llevar a cabo 

estudios epidemiológicos, determinación del perfil de resistencia a antibióticos, de factores de 

virulencia, etc.  

Debido al bajo rendimiento diagnóstico 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 conservación 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 fácilmente superada en su crecimiento durante 

el cultivo por bacterias comensales  presentes naturalmente en la muestra (Chaban et al. 2013), es 

una técnica diagnóstica cuya implementación puede ser complicada en la mayoría de los 

laboratorios diagnósticos. Es por ello, que este capítulo comprende un estudio en el que se realiza 

la adaptación y comparación de diferentes protocolos de cultivo con objeto de maximizar la 

recuperación y aislamiento de Cfv a partir de muestras prepuciales de toros reproductores criados 

en régimen extensivo. Así, este estudio da respuesta al OBJETIVO ESPECÍFICO 5 propuesto en 

la presente memoria de tesis doctoral: Evaluar diferentes protocolos de cultivo publicados en la 

literatura científica 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 diagnóstico de esta técnica, y en consecuencia, permita la 

implementación de pautas de actuación y prevención más rápidas y eficaces en los programas de 

reproducción de explotaciones extensivas en bovino así como el estudio de Cfv en toros 

reproductores (estudios de resistencias antibióticas, epidemiología molecular, etc.). 

El estudio presentado en este capítulo, correspondiente al Artículo 5, que actualmente se 

encuentra en proceso de revisión. 

Como se ha mencionado previamente, el objetivo del presente trabajo fue diseñar un protocolo de 

cultivo comprendiendo desde desde la toma de la muestra hasta el aislamiento de C. fetus subsp. 

venerealis que mejore la sensibilidad diagnóstica 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 contaminación artificial de los distintos medios (así como de las 

muestras clínicas) mediante un aislado de C. fetus subsp. venerealis (cepa ICM18/00036), 

procedente de una muestra prepucial de un toro criado en régimen extensivo. 
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4.4.1. Evaluación de la capacidad de recuperación de Cfv dependiendo de los medios de 

transporte, enriquecimiento y cultivo empleados 

Los medios de transporte fueron inoculados con C. fetus subsp. Venerealis para conseguir una 

concentración final aproximada de 3 x 104 UFC/mL y se almacenaron a temperatura ambiente 

(21±2ºC) y refrigeración (4ºC), durante 24h y 48h. Los resultados obtenidos se muestran en la  la 

Figura 6.  La viabilidad de Cfv en la incubación de 48h fue prácticamente nula con todos los 

medios evaluados, por lo que los resultados no fueron incluidos en el estudio, asumiéndose que 

en ningún caso puede conservarse una muestra de lavado prepucial más de 24h para el aislamiento 

de C. fetus. 

 

 

Figura 6. Estudio comparativo de medios de transporte. El número 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 distribución por cuartiles, las lineas verticals indican el 

1,5 superior del rango intercuartílico, y los puntos negros indican medidas fuera de rango. Las líneas 

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: refrigeración (RF, 4ºC) durante 12h seguido de 12h a 

temperature ambuente (RT, 21ºC±2ºC) (12h RF + 12h RT), 12h a temperature ambiente seguido de 12h en 

refrigeración (12h RT + 12h RF), refrigeración 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 preservó la viabilidad 

de Cfv a lo largo de 24h a 21 ± 2ºC [media de UFC = 333, rango intercuarítlico (RIQ = 24,4-

63,75], seguido del medio Lander almacenado también 24h a 21 ± 2ºC (mediana UFC = 29, RIQ 

= 24,75-51,5). Los recuentos de UFC más 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 4ºC.  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 observó también 

en el medio Stuart, pero únicamente a partir de las condiciones de conservación de 24h a 21 ± 

2ºC  y de12h a 21 ± 2ºC + 12h a 4ºC. 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 práctica, muchos de los lavados prepuciales que son enviados a laboratorios 

diagnósticos, lo hacen en PBS. No obstante, de acuerdo con los resultados obtenidos en el presente 

estudio, el medio PBS rara vez permitió la recuperación 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 

consesrvación estaban significativamente asociadas con el recuento de UFC, siendo la 

conservación a temperatura ambiente durante 24h la opción que ofrecía el mayor número de UFC 

previsto (Tabla 6). 

 

Tabla 6. Coeficientes y OR (Odd ratio) del modelo de Poisson usadopara establecer la relación entre UFC 

observadas en el medio Skirrow dependiendo del medio de transporte y combinación de tiempo y 

temperature [12RF12RT: refrigeración durante 12h (4ºC) seguido de 12h a temperatura ambiente 
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(21ºC±2ºC), 12RT12RF: 12h a temperatura ambiente seguido de 12h en refrigeración, 24RF: refrigeración 

durante 24h y 24h a temperatura ambiente]. La referencia empleada en el modelo fue: PBS y 24RT.  

 

Medio  

de transporte 

Tiempo  

y temperatura 

Valor estimado Error estandar OR 95% CI (intervalo 

de confianza) 

  1.159 0.140   

Lander 12RF12RT 2.050 0.149 7.76 5.86-10.51 

Lander 12RT12RF 2.027 0.149 7.59 5.73-10.28 

Lander 24RF 2.745 0.144 15.57 11.86-20.92 

Lander 24RT 2.940 0.144 18.92 14.44-25.39 

Stuart 12RF12RT 0.345 0.218 1.41 0.92-2.16 

Stuart 12RT12RF 1.629 0.165 5.10 3.71-7.11 

Stuart 24RF 0.258 0.223 1.29 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 12RT12RF 0.331 0.184 1.39 0.97-2 

Weybridge 24RF 1.674 0.153 5.33 3.99-7.27 

Weybridge 24RT 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 0.73 0.47-1.1 

Thomann 24RF 0.601 0.174 1.82 1.3-2.58 

Thomann 24RT 0.653 0.173 1.92 1.38-2.71 

PBS 12RF12RT -1.099 0.280 0.33 0.19-0.56 

PBS 12RT12RF -1.224 0.294 0.29 0.16-0.51 

PBS 24RF -1.986 0.403 0.14 0.06-0.28 

 

 

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

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

de enriquecimiento a 37ºC durante 48h, la recuperación de colonias de Cfv fue posible en el 100% 

de las repeticiones del experimento con el medio Preston, observándose un número 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 observó un recuento de UFC significativamente 

superior cuando el cultivo se realizó 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 permitió la recuperación de colonias en 

ninguno de los medios de cultivo empelados.  

 

A) 

 

 

 

 

 

 

 

B)  

 

 

 

 

 

Figura 7. El número de UFC se muestra en el eje “Y”. Las cajas indican el 50% de la parte central de la 

distribución por cuartiles, las lineas verticals indican el 1,5 superior del rango intercuartílico, y los puntos 

negros indican medidas fuera de rango. Las líneas 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 realizó 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 diagnóstico 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: 37ºC o 42ºC sin filtración de la muestra previo al cultivo en placa, o 

con el uso de filtros de 0.65µm o 0.45µm de diámetro de poro.  

 

Con base en los resultados obtenidos, el protocolo que maximizaría la recuperación de Cfv 

implicaría el uso del medio Lander como medio de transporte, manteniendo las muestras a una 

temperatura constante de 21±2 ºC durante no más de 24h hasta su procesamiento en el laboratorio, 

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

 

4.4.2. Evaluación del rendimiento diagnóstico del medio de transporte y enriquecimiento 

seleccionados con muestras de lavados prepuciales de toros 

 

El rendimiento diagnóstico 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 sección (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 sólido a emplear (SBA, 

Preston y Skirrow) dado el elevado crecimiento de Cfv en todos ellos, los tres medios sólidos 

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 filtración pasiva previa (usando filtros de 0,65 µm y 0,45 µm de 

tamaño de poro) y ii) incubadas no solo a 37ºC sino también a 42ºC, 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 recuperación de Cfv se obtuvieron cuando no se realizaba filtración de la muestra 

previa a la siembra y las placas se incubaban a 37ºC. Asimismo, la odds de recuperar Cfv fue 

significativamente inferior (p<0,001) cuando las placas se incubaban a 42ºC y se empleaban 

filtros [aunque cabe citar que se observaron resultados de recuperación de Cfv significativamente 

mejores (p<0,001) usando filtros de 0,65 µm de tamaño de poro en comparación con el empleo 

de filtros de 0,45 µm].  Sin embargo, no se observó asociación entre el medio de cultivo y el 

resultado cuando el efecto del uso de los filtros y la temperatura de incubación fueron tenidos en 

cuenta en el modelo de regresión logística. 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 combinación que dió lugar a la aparición de un mayor porcentaje de placas 

contaminadas en comparación con los medios Skirrow y Preston y con el empleo de filtros, tanto 

de de 0,65 µm como, especialmente, de 0,45 µm, mientras que el efecto de la temperatura (37ºC 

vs. 42ºC) presentó un impacto más limitado en los resultados (Tabla 6).  

 

Tabla 7. Resultados del ensayo diagnóstico 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 37ºC o 42ºC sin el empleo de filtros (Sin 

filtro) o con el uso de filtros de 0.65 µm o 0.45 µm. NA: condiciones no analizadas. Cada cultivo fue 

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

    Sin filtro 0.65µm 0.45µm 

G
ru

p
o

 1
 (

n
=

1
2

) 

Preston 

% de UFC recuperado 
37°C 100 100 20.8 

42°C 100 29.2 0 

     

% de contaminantes 
37°C 12.5 12.5 4.2 

42°C 4.2 0 0 

      

SBA % de UFC recuperado 
37°C 100 87.5 16.6 

42°C 100 45.8 8.3 
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% de contaminantes 
37°C 58.3 37.5 0 

42°C 54.2 25 0 

      

Skirrow 

% de UFC recuperado 
37°C 100 95.8 16.6 

42°C 75 25 0 

     

% de contaminantes 
37°C 16.6 8.3 0 

42°C 8.3 8.3 0 

 

    Sin filtro 0.65µm 

G
ru

p
o

 2
 (

n
=

2
0

) 

Preston 

% de UFC recuperado 
37°C 85 90 

42°C 72.5 NA 

    

% de contaminantes 
37°C 35 12.5 

42°C 30 NA 

     

     

Skirrow 

% de UFC recuperado 
37°C 85 82.5 

42°C 70 NA 

    

% de contaminantes 
37°C 42.5 17.5 

42°C 30 NA 

 

Los resultados de los análisis de las muestras del Grupo 2 del experimento 3, procesadas a 37 ºC 

o 42 ºC con o sin filtración pasiva previa empleando filtros de 0,65 µm de diámetro de poro 

usando únicamente 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 incluyó en el análisis 

el uso de filtros de 0,45 µm debido a su impacto negativo en la capacidad de recuperación de Cfv. 

Lo resultados pusieron de manifiesto que existíta una probabilidad de recuperación de Cfv 

significativamente más alta (p<0,001) cuando las placas se incubaban a 37ºC (OR = 2; IC 95% 

1,06-5,14), mientras que el uso o no de filtros de diámetro de poro de 0,65 µm junto con el uso 

de medios de cultivo selectivos no presentó un impacto estadístisticamente significativo (p > 0,05) 

en el resultado de recuperación de Cfv. Sin embargo, el uso de filtros de 0,65 µm demostró dar 

lugar a una menor proporción de placas contaminadas, mientras que el tipo de medio selectivo y 
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la temperatura de incubación mostraron un impacto menor en la aparición de microorganismos 

contaminantes en los cultivos. 
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5. DISCUSIÓN 
 

 

El sector bovino extensivo en España está caracterizado por su orientación prioritaria a la 

producción de carne donde es común el empleo, dentro de la especie Bos taurus, de 

variedades autóctonas (como Avileña-Negra Ibérica) y sus cruces con otras variedades 

importadas (como Holstein, Charolais o Limousin). El objetivo principal de estas granjas 

es maximizar la producción de terneros por vaca y año (Gonzalez-Rodriguez 2016; 

MAPA 2016; Endres y Schwartzkopf-Genswein 2017; MAPA 2020). Actualmente, 

debido a la situación geográfica de España y su dinámica productiva en lo que respecta 

al sector agrario, la ganadería bovina extensiva en nuestro país es vulnerable a los efectos 

del cambio climático 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 producción animal sobre el medio ambiente,  

la ganadería bovina en régimen extensivo puede minimizar dichos efectos a través de la 

explotación eficiente de recursos naturales contribuyendo al mantenimiento de 

ecosistemas diversos y resilientes (Rubio y Roig 2017). Es importante destacar que España 

fue el tercer país 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 económicas debidas a diversas causas como la infertilidad, que en España 

presenta índices bajos (69,5% en 2020) en comparación con la media europea (>80% en 

2020) (MAPA 2021).  
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Es por ello por lo que la mejora de la fertilidad de estos rebaños se postularía como una 

estrategia adecuada para aumentar la eficiencia de los sistemas de producción bovina en 

régimen extensivo, reduciendo las pérdidas económicas para los ganaderos y 

contribuyendo al establecimiento de sistemas productivos que minimicen su huella 

ecológica.  A su vez, contribuirían al mantenimiento de ecosistemas resilientes capaces 

de soportar, por ejemplo, los cada vez más recurrentes periodos de calor intenso (AEMET 

2022), así como a corto, medio y largo plazo, ser el sistema productivo de carne de alta 

calidad proteica más adecuado desde un punto de vista de sostenibilidad ecológica 

(Peyraud y Macleod 2020; Greenwood 2021).  

Una de las causas más destacables de infertilidad en rebaños bovinos en régimen 

extensivo en España 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 mayoría 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 producción al ser en ellas en las que se basa la producción de carne (a través 

de rebaños de vacas nodrizas para la obtención de terneros destinados al engorde) en el 

caso de la producción en régimen extensivo. Sin embargo, el macho también desempeña 

un papel de importancia desde el punto de vista reproductivo ya que la existencia de bajos 

niveles de fertilidad en un único macho puede impactar en el éxito reproductivo de todo 

un rebaño debido a que un mismo toro es a menudo empleado para: i) la cubrición de la 

totalidad de las vacas de una explotación cuando dicho rebaño es pequeño, o; ii) la 

generación de multitud de dosis seminales empleadas en IA.  De este modo, la presencia 

tanto de patógenos causantes de infertilidad en machos [p.ej. Brucella abortus (Joya et 

al. 2011)] como de patógenos de transmisión venérea asociados a infertilidad en hembras 
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(que en algunos casos causan una infección asintomática en toros) (Givens 2018), es un 

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

Cuando se profundiza en el estudio de las causas de infertilidad infecciosa de acuerdo a 

lo publicado en bases de datos científicas, se aprecia la escasez de datos acerca del papel 

del toro en relación con la infertilidad de carácter infeccioso en el rebaño a pesar de que 

diferentes autores han señalado 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 cría, o de un 

conjunto pequeño de machos reproductores, es un punto crucial en la fertilidad del rebaño 

(Hopper 2015). 

Esta limitada disponibilidad de datos actualizados y completos sobre los machos bovinos 

resulta llamativa debido a que han sido descritos multitud de patógenos 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 rebaños bovinos, así como el control de patógenos en toros reproductores, 

resultan ser aspectos de importancia para la mejora de la eficiencia productiva de los 

sistemas de producción extensiva de ganado bovino.  

En este escenario, una revisión sistemática de la literatura científica sobre las causas de 

infertilidad infecciosa en ganado bovino se postula como una herramienta útil para la 

elaboración de un listado de todos aquellos microorganismos potencialmente presentes 

en toros que pudieran ser la causa de problemas reproductivos en los rebaños, y poner de 

manifiesto las necesidades más 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 rebaño. La mejora e implementación de nuevos abordajes para la 

detección de microorganismos, como la secuenciación masiva (Goodman y Lahmers 

2021), incidiendo en patógenos de conocida relevancia en producción extensiva en 

nuestro país, como C. fetus y T. foetus (cuyas infecciones fácilmente pueden pasar 

desapercibidas en machos debido a la ausencia de síntomas en estos) (Michi et al. 2016), 

podría ser una medida relevante que permita mejorar el conocimiento acerca del 

verdadero papel del macho en referencia a la infertilidad infecciosa en rebaños bovinos 

en extensivo. Así mismo existen ciertas limitaciones de las técnicas diagnósticas más 

comúnmente empleadas (técnica de PCR y cultivo) para la detección de C. fetus y T. 

foetus (Yao 2013; Frey et al. 2017; Dąbrowska et al. 2019a; WOAH 2021) que 

comprometen su rendimiento diagnóstico en ciertos escenarios, por lo que la mejora y el 

desarrollo de protocolos optimizados para su detección en muestras procedentes de toros 

reproductores resultaría ser de gran utilidad para la mejora en el diagnóstico, y control de 

estos microorganismos en los rebaños 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 rebaños bovinos criados en régimen extensivo 

mediante la revisión sistemática de los patógenos asociados a infertilidad en el toro, así 

como la evaluación y desarrollo de herramientas diagnósticas de última generación y 

tradicionales para la detección de patógenos de relevancia en este campo. Por ello, se ha 

puesto especial atención a las técnicas diagnósticas más comúnmente empleadas para la 

detección de dos patógenos de importancia en explotaciones extensivas en España: C. 

fetus y T. foetus.  
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La consecución de este objetivo ha planteado tres objetivos específicos que tratan de dar 

respuesta a importantes vacíos en el conocimiento y las herramientas para el estudio del 

papel de los toros en los problemas de infertilidad de origen infeccioso. El bajo número 

de estudios dirigidos en toros podría estar limitando el conocimiento que tenemos acerca 

del impacto real de multitud de patógenos (conocidos y desconocidos) que afecten a su 

capacidad reproductiva, así como limitar el conocimiento acerca del papel de los machos 

en relación con la transmisión de patógenos a las hembras.  

El primer objetivo específico de la presente tesis consistió en llevar a cabo una 

evaluación sistemática 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 realizó un primer 

abordaje teórico (Artículo 1. “What about the bull? A systematic review about the role of 

males in bovine infectious infertility within cattle herds”) mediante una revisión 

sistemática de la literatura científica 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 atención en el papel del macho. 

De acuerdo con los resultados expuestos en el Artículo 1 de la presente memoria de tesis 

doctoral, se aprecia una tendencia ascendente en el número de publicaciones científicas 

que relacionan la presencia de microorganismos con bajos índices de fertilidad en rebaños 

bovinos compuestos exclusivamente por machos y rebaños 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 científicas desde 1966 

hasta 2022 donde se recogía información procedente de más 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 parásitos (29% del total de publicaciones). El 

microorganismo más comúnmente identificado en rebaños 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 espermática 

en toros (El-Mohamady et al. 2020) y generan abortos en las hembras (Grooms 2004; 

Newcomer y Givens 2016) pudiendo ser transmitidos de forma venérea a través de la 

monta natural y la IA (Givens 2018). Por otra parte, los machos infectados con la bacteria 

C. fetus y el parásito T. foetus, como ya se ha mencionado previamente, suelen ser 

asintomáticos pudiendo transmitir estos patógenos de forma venérea a través de la monta 

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

Uno de los aspectos más llamativos 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 espermática en toros (Joya et al. 2011). 

La ausencia de hongos en la revisión 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 alteración 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 

diagnósticos 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 están 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 esporádicos (Carli et al., 2022), mientras que 

la patogenia en toros ha sido menos estudiada (Carli et al., 2022) y la  ausencia de síntomas podría 

ser un fenómeno común (Parker et al., 2018). En base a esta información, 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 artículos, también se situaron 

microorganismos como U. diversum, o Staphylococcus spp., que resultan ser 

microorganismos poco estudiados con relación a la infertilidad (Kirkbride 1987; Wentink 

et al. 2000; Reichel et al. 2018; Ahuja y Cheema 2018; Díaz 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 podría asumir que estas limitaciones en el 

conocimiento acerca de la patogenicidad de estos microorganismos son producto del 

limitado número de estudios dirigidos a los mismos en relación 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 espermática 

(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 concepción (Santos Junior 

et al. 2021), lo que sugiere un posible papel del toro como portador de U. diversum 

transmitiéndolo a las hembras donde se traduciría en bajos ratios de concepción.  

Por último, llama la atención la ausencia de patógenos asociados a infertilidad en hembras 

que podrían ser transmitidos de forma venérea por parte del toro y, en consecuencia, se 

esperaría su presencia en toros sometidos a estudios sobre causas infecciosas de 
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infertilidad en rebaños 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 demostró la capacidad de E. 

faecium para disminuir la calidad espermática debido a una reducción de la movilidad 

espermática y un decrecimiento significativo (p<0,01) en el potencial de la membrana 

mitocondrial de los espermatozoides, lo que disminuiría su capacidad de fecundación 

(Ďuračka et al. 2021). 

Por otra parte, los principales microorganismos asociados a infertilidad en toros descritos 

en esta revisión presentan una distribución a nivel mundial, así como se observó una 

tendencia al alza en el número de publicaciones.  Un aspecto que podría estar relacionado 

con las restricciones en el conocimiento acerca del verdadero papel del macho en relación 

a infertilidad bovina son las limitaciones de las técnicas empleadas para la detección de 

los mismos a partir de muestras clínicas (Petit et al. 2009). De acuerdo con los resultados 

del Artículo 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 detección directa por microscopía (19del total de las 

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

No obstante, todas estas técnicas están dirigidas a la detección de uno o pocos 

microorganismos concretos. Además, cada técnica presenta limitaciones propias de su 

fundamento, p. ej. la detección mediante microscopía requiere, a priori, una alta densidad 

de la presencia del microorganismo en cuestión 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 aproximación. 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 número de microorganismos asociados a infertilidad bovina de 

carácter infeccioso, es por ello por lo que no podemos sacar conclusiones sobre el 

verdadero alcance del diagnóstico 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 más 

recientes en los que se han empleado técnicas como la secuenciación 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 diagnósticos, asociando la presencia de potenciales patógenos a 

problemas reproductivos en bovino (Cojkic et al. 2021). La ventaja de las técnicas de 

detección basadas en la secuenciación masiva comparadas con el resto de las técnicas 

anteriormente citadas, es la capacidad de detectar (teóricamente) de forma simultánea la 

presencia de diferentes microorganismos presentes en una muestra clínica detectando así 

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, podrían estar pasando 

desapercibidos.  

En base al conjunto de datos obtenidos a través de la revisión sistemática, el bajo número 

de publicaciones existentes, y las aparentes limitaciones de las técnicas más comúnmente 

empleadas en diagnóstico (microscopía, cultivo, inmunoensayos y PCR) se puede asumir 

que existe una comprensión limitada acerca del verdadero papel del macho en referencia 

a los problemas de fertilidad de carácter infeccioso en los rebaños bovinos debido: i) a la 

aparente limitación 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 limitación en el conocimiento acerca de la capacidad 

de transmisión de patógenos causantes de problemas reproductivos en hembras como por 

ejemplo Candida spp., y iii) debido a la potencial falta de estudios en rebaños bovinos 

puesta de manifiesto con la ausencia de trabajos que identifiquen en machos algunos 

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

Estas limitaciones en el conocimiento podrían ser superadas con la implementación de 

nuevas técnicas de análisis para la detección y estudio de microorganismos presentes en 

rebaños con bajos índices de fertilidad como, por ejemplo, mediante el empleo de 

secuenciación masiva para disponer de información 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 diagnóstico de patógenos 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 permitiría determinar i) la relevancia real que los 

patógenos identificados en la revisión bibliográfica del Artículo 1 podrían estar teniendo 

en los toros criados en España 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 análisis dirigidos a 

la detección e indentificación de la especie, poniendo especial énfasis en 

microorganismos oportunistas que puedan adoptar un papel patógeno 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 específico de la presente tesis plantea el análisis 

diferencial de poblaciones bacterianas (que representa el grupo de patógenos más diverso 
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de acuerdo con los resultados del Artículo 1) presentes en lavados prepuciales de toros 

empleados para la cría con bajas tasas de fertilidad, así como machos sanos desde un 

punto de vista reproductivo. Para ello se realizó un estudio metagenómico (cuyos 

principales resultados se presentan en el Artículo 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 España (una muestra por toro). El estudio metagenómico basado en 

el análisis de la región hipervariable V3-V4 del gen que codifica para la subunidad 16S 

del ARN ribosómico bacteriano mostró una abundancia de los principales taxones 

bacterianos muy similar en el grupo de toros procedentes de rebaños diagnosticados con 

baja fertilidad (grupo problema) y toros procedentes de rebaños 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 más abundantes entre el grupo 

problema y el grupo control. La comparación mediante ‘t-test’ de las medias de los 

diferentes índices de diversidad alfa empleados entre ambos grupos muestrales reveló la 

ausencia de diferencias significativas a diferentes niveles: i) el índice Shannon (p-valor = 

0,745) presentó valores en torno a 3-4 lo que indicaba que ambos grupos muestrales tenían 

un alto grado de diversidad de especies, y ii) el índice Simpson (p-valor = 0,403) con 

valores próximos a 1 indicaba que ambos grupos muestrales tenían, de igual modo, una 

elevada diversidad de especies bacterianas. Así mismo, el análisis de la diversidad beta 

usando el índice de Bray-Curtis no mostró segregación del grupo problema y control en 

la representación gráfica, explicándose solo el 23,4% de la varianza total de las 

diferencias entre las muestras mediante el Análisis de Coordenadas Principales (PCoA). 

La función ‘Adonis’ indicó que solo el 0,8% (R2 = 0,00829; p-valor = 0,001) de la 

variación entre las muestras se debía 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 rebaños extensivos en los que 

fueron empleados dichos toros para la cría mediante monta natural, principalmente. Las 

limitaciones en la información disponible actualmente sobre las poblaciones bacterianas 

presentes en el prepucio de toros reproductores criados en extensivo, influyen en la 

dificultad de discusión de los resultados obtenidos. No obstante, el único estudio 

publicado hasta la fecha que aborda el estudio de la composición 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 función de la raza, el tipo 

de alimentación, el uso de antibióticos 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, sí 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 función 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 planteó la idea de que, si bien no parece haber 

poblaciones bacterianas asociadas a infertilidad en el prepucio del toro, dicha infertilidad 

podría deberse a la presencia de determinados microorganismos, para lo que sería 

necesario otro tipo de análisis de los datos obtenidos mediante el estudio metagenómico. 

Cuando se realizó un análisis individual de la clasificación 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 

únicamente en el grupo problema, por ejemplo, C. fetus (presente en el 2,75% del total de 
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muestras). No obstante, este patógeno no pudo ser asociado significativamente a 

infertilidad (p-valor = 1) mediante análisis estadístico con la prueba chi-cuadrado y la 

corrección de los p-valores mediante el método Holm-Bonferroni (Holm 1979). Esta 

especie bacteriana presenta dos subespecies, Cfv, causante de la CGB (enfermedad de 

declaración obligatoria en España  de acuerdo a lo establecido en el Real Decreto 

526/2014), y Cff (causante de infecciones esporádicas 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 aproximación metodológica aplicada en este estudio 

(metagenómica) 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 tecnología, puede 

existir un bajo rendimiento en el diagnóstico de enfermedades de importancia cuando se 

pretende detectar un microorganismo a nivel de subespecie cuando dicha tecnología se 

aplica siguiendo la metodología aquí planteada. A la hora se solventar este inconveniente 

en la rutina laboratorial, se podría plantear como alternativa diagnóstica, p. ej. en el caso 

de C. fetus y sus subespecies, el empleo en serie de dos técnicas diagnósticas: i) 

metagenómica en todas las muestras (para determinar todas las poblaciones bacterianas 

presentes en una muestra de lavado prepucial en cuanto a identificación de género-

especie) y ii) la técnica PCR de aquellas muestras positivas a C. fetus (para la 

determinación de subespecie). Esta alternativa tampoco está exenta de inconvenientes. La 

identificación de subespecie de C. fetus mediante PCR presenta limitaciones 

principalmente debidas a la inespecificidad de multitud de dianas genéticas empleadas 

para la detección de Cfv publicadas hasta la fecha como son ISCfe1 (Silva et al., 2020), 

virB11 (Silva et al., 2021) o parA (Silva et al., 2020). Las limitaciones que presenta la 

técnica PCR para la diferenciación de Cfv y Cff en muestras prepuciales de toros se 

abordan más adelante en el Artículo 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 observó la presencia de otros patógenos 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 (Díaz et al. 2019). Esta 

bacteria es capaz de colonizar el prepucio y la uretra de los toros transmitiéndose a las 

hembras incluso mediante inseminación artificial (Buzinhani et al. 2011). En 

contraposición, respecto al género Mycoplasma spp., sí se observó una asociación 

estadísticamente significativa entre la detección de este género y los bajos índices 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 rebaños 

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 transmisión a las hembras de acuerdo a lo encontrado en la literatura 

científica pese a que se ha sugerido que pueden tener un papel en la aparición de 

problemas reproductivos en bovino (Hathaway 2019). De hecho, Dudek y colaboradores 

sugirieron una posible relación directa entre toros portadores de M. bovis (presencia de la 

bacteria en muestras seminales empleadas en IA) y el desarrollo de problemas 

reproductivos y bajos ratios de concepción en hembras (Dudek et al. 2020). Por tanto, los 

resultados obtenidos en el presente análisis metagenómico podrían estar indicando la 

presencia de bacterias causantes de infertilidad que están pasando desapercibidas en los 

análisis bacteriológicos rutinarios practicados en toros en régimen extensivo y que 

tendrían que ser considerados en el diagnóstico de patologías reproductivas de manera 
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dirigida, sobre todo cuando requieren el empleo de abordajes específicos como es el caso 

del cultivo de Mycoplasma. 

En definitiva, la implementación de nuevas tecnologías en diagnóstico, como la 

secuenciación masiva, brindan la posibilidad de superar las limitaciones de las técnicas 

diagnósticas dirigidas así como de estudiar las poblaciones microbianas totales presentes 

en una muestra clínica permitiendo tener una visión integradora sobre qué 

microorganismos potencialmente causantes de infertilidad en las poblaciones de toros 

reproductores pueden estar pasando desapercibidos (o patógenos emergentes) con el uso 

de técnicas convencionales (que suelen estar dirigidas a la detección de patógenos 

específicos). Asimismo, también ofrecen la posibilidad de estudiar potenciales 

microorganismos aún desconocidos en referencia a infertilidad bovina o relaciones 

sinérgicas entre las  poblaciones microbianas presentes o dinámicas de infección. Si bien, 

por el momento, los análisis mediante secuenciación masiva resultan costosos y es 

necesario disponer de personal cualificado para su correcta interpretación, este tipo de 

análisis moleculares abren una nueva vía de obtención de información de interés en el 

diagnóstico veterinario de enfermedades infecciosas en el ámbito de los problemas 

reproductivos (Van Borm et al. 2015; Kumar, 2019). El éxito de la implementación de 

esta tecnología en el ámbito veterinario se ha demostrado previamente (Anis et al. 

2021;Van Borm et al. 2015) p.ej. trabajos que caracterizan la composición bacteriana del 

fluido cerebroespinal en ganado bovino y su relación con enfermedades neurológicas 

(Ferrini et al. 2022), o trabajos que llevan a cabo la caracterización de la población 

microbiana del rumen y su relación con la producción de gases de efecto invernadero 

como el metano (Wallace et al. 2015). 

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

de los toros incluidos en el estudio metagenómico, Artículo 2) y T. foetus, es importante 



Discusión 

178 
 

destacar que son patógenos reconocidos causantes de infertilidad en rebaños de ganado 

bovino en extensivo para los cuales no existe un tratamiento eficaz en toros reproductores 

(Vasquez et al. 1983; Fóscolo 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 la monta y la IA (Givens 2018), donde además los machos infectados suelen ser 

asintomáticos, por lo que C. fetus y T. foetus podrían pasar fácilmente desapercibidos 

(Michi et al. 2016) si no se realizan análisis rutinarios. En este contexto, la detección 

temprana, fiable y específica de machos infectados se convierte en una medida esencial 

para el control de estas patologías en rebaños bovinos criados en extensivo.  

No obstante, las técnicas diagnósticas más comúnmente empleadas en la actualidad, que 

son la técnica de PCR y/o cultivo, para la detección de estos microorganismos en lavados 

prepuciales [muestra de elección (WOAH 2018, 2021)] presentan ciertas limitaciones de 

sensibilidad y especificidad en algunos escenarios, lo que coarta el rendimiento 

diagnóstico y el correcto control de estos patógenos en los rebaños (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 específico de la presente memoria de tesis, en los que 

se plantea la puesta a punto y evaluación (y en algunos casos, desarrollo) de las técnicas 

diagnósticas más comúnmente empleadas, PCR y/o cultivo, para la detección 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 

diagnóstico para su detección en muestras de lavados prepuciales. Para ello, se realizaron 

dos estudios comparativos de técnicas de PCR [para la detección de C. fetus (Artículo 3 

“Evaluation of PCR assays for Campylobacter fetus detection and discrimination 

between C. fetus subspecies in bovine preputial wash samples”) y T. foetus (Artículo 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 (Artículo 5 “Time, temperature and 

media: the three keys to improve the recovery of Campylobacter fetus subsp. venerealis 

from preputial bull samples”).  

Respecto al diagnóstico molecular, la técnica más extendida para la detección de C. fetus 

y T. foetus en muestras clínicas es la técnica PCR (Chaban et al. 2013; Michi et al. 2016; 

WOAH 2018, 2021). No obstante, el cultivo sigue siendo la técnica estándar para el 

diagnóstico de la CGB, causada por Cfv (WOAH 2021), que al igual que la tricomonosis 

bovina, causada por T. foetus, son enfermedades de declaración obligatoria en varios 

países entre los que se incluye España (Real Decreto 526/2014  del Boletín 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 relación a infertilidad 

bovina (Michi et al. 2016; Cagnoli et al. 2020). La correcta diferenciación de dichas 

subespecies es importante para el correcto diagnóstico de la CGB, la cual resulta ser una 

de las causas de infertilidad en bovino identificadas como más relevantes a nivel mundial 

(Michi et al. 2016; WOAH 2021). La diferenciación de subespecies también es 

importante para el estudio de ambas subespecies en relación a infertilidad en toros 

(Cagnoli et al. 2020) y como potenciales patógenos zoonósicos, 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 vías 

como p.ej. el consumo de alimentos y aguas contaminados. Por su parte, la relevancia de 

Cfv como patógeno en humanos parece ser muy limitada pese a que han sido descritos 
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casos clínicos (Holst et al. 1987). La determinación, por parte de los laboratorios 

diagnósticos, de la subespecie del agente etiológico 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 zoonósico es limitado (Wagenaar et al. 2014). 

De manera tradicional, la diferenciación de las subespecies de C. fetus se ha realizado 

mediante pruebas bioquímicas a partir de aislados recuperados de muestras clínicas. No 

obstante, la diferenciación de Cfv y Cff a través de su caracterización bioquímica no 

parece ser una aproximación 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 

bioquímico 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 confirmación de casos de 

CGB) también resulta ser de gran interés para diversas aplicaciones; por ejemplo, 

permitiría el desarrollo de autovacunas como medida de urgencia de control y manejo de 

esta patología, caracterización de cepas para llevar a cabo estudios epidemiológicos, de 

resistencia a antibióticos, 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 clínicas. Sin embargo, hasta la fecha no se ha 

establecido un protocolo estandarizado para maximizar la recuperación de Cfv a partir de 

lavados prepuciales de toros. 

Todo ello contextualiza la realización del trabajo recogido en el Artículo 3 de la presente 

memoria de tesis doctoral, donde se abordó la evaluación de la técnica PCR para la 

detección de C. fetus en muestras de toros reproductores, así como en la diferenciación 

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 mayoría de los laboratorios diagnósticos para la detección de 

C. fetus y diferenciación de subespecies Cfv y Cff en muestras clínicas debido a las 

principales limitaciones del cultivo, la PCR no está exenta de limitaciones en términos de 

sensibilidad y especificidad diagnósticas que pueden dificultar su implementación en el 

diagnóstico rutinario empleando muestras clínicas y, en consecuencia, el correcto estudio 

de la implicación de Cfv y Cff en relación a infertilidad bovina (Cagnoli et al. 2020; 

WOAH 2021).  

En dicho trabajo recogido en el Artículo 3 se llevó a cabo un estudio comparativo 

actualizado de diferentes protocolos de PCR publicados para la detección de C. fetus en 

muestras clínicas y la diferenciación de Cfv y Cff con el fin de determinar el protocolo 

que mejor rendimiento diagnóstico presentara para el análisis 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 detección 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), I16 basado en la diana 16S ARNr (Iraola 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 diferenciación de subespecies, para la 

identificación de la subespecie Cfv fueron evaluados los protocolos G13-ISC basado en 

la diana ISCfe1 (Abril et al. 2007; Van der Graaf-van Bloois et al. 2013), H97-Ven basado 

en la diana parA (Hum et al. 1997) y I12 basado en la diana virB11 (Iraola et al. 2012). 

Por último, para la detección de la subespecie Cff fue empleado el único 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 detección de la especie C. fetus, el protocolo que peores resultados presentó 
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fue el protocolo de PCR convencional K16, el cual fue capaz de detectar únicamente el 

65.8% de las muestras clasificadas como positivas (de acuerdo a los criterios descritos en 

la sección 3.4.1. Estudio comparativo para la detección 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 científicas posteriores a la descripción 

del mismo que lo hubieran empleado para la detección de C. fetus, lo que dificultó la 

discusión de estos resultados en relación a su empleo en muestras clínicas en distintos 

contextos. En cualquier caso, estos bajos niveles de sensibilidad podrían estar influidos 

por el límite de detección de dicho protocolo, entre 10 y 100 veces más alto que el resto 

de protocolos de PCR en tiempo real para detección 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 detección de C. fetus. Sin embargo, este protocolo H97 fue 

capaz de detectar el 75.6% de los casos positivos  (un 10% más 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 específicos de 

subespecie Cfv a un protocolo en tiempo real (lo que supone una mejora con respecto al 

protocolo de PCR original) para la detección de esta bacteria en lavados prepuciales de 

toro, siendo capaz de detectar 11 de los 13 toros positivos a Cfv (Chaban et al. 2012).  

Guerra y 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 

clínicas. 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 detección de 

Cfv puede ponerse en duda, una observación que coincide con nuestros resultados, donde 
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el protocolo de PCR basado en esta diana fue incluido en nuestro estudio comparativo, y 

debido a alta cantidad de amplificaciones inespecíficas, fue descartado como un protocolo 

apto para la detección de C. fetus en muestras clínicas. 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, I16, G13 y P12 ), el ensayo de PCR que mejores resultados obtuvo fue el protocolo 

en tiempo real sonda específico P12 (protocolo de PCR basado en un protocolo de 

pirosecuenciación 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 

adaptación del protocolo P12 incluyó un control interno de reacción, un elemento 

altamente recomendado en laboratorios de diagnóstico debido a que permite detectar 

rápidamente si una reacción de PCR ha sido inhibida y, por lo tanto, evitar potenciales 

resultados falsos negativos en el diagnóstico (Rosenstraus et al. 1998). El protocolo P12 

fue el más robusto para la detección de C. fetus en muestras de lavados prepuciales (con 

excelentes valores de especificidad y sensibilidad analítica), 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 detección 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 analítica de acuerdo a lo publicado en el trabajo original de Graaf y 

colaboradores donde se observó un 100% de sensibilidad y especificidad en la detección 

de C. fetus (Van der Graaf-van Bloois et al. 2013).  
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La diferenciación de subespecies resultó ser más complicada. Se pudo identificar un 

85,4% de las muestras positivas a C. fetus como Cfv con al menos un ensayo de PCR 

específico de subespecie. El 14,6% de las muestras positivas a C. fetus no fueron 

identificadas como Cff ni Cfv. En este punto, cabe destacar que el único protocolo de 

PCR empleado para la identificación de Cff, el protocolo W02 (Wang et al. 2002), 

presentó una sensibilidad analítica claramente baja (50.000 copias de genoma por 

reacción de PCR), por lo que se podría hipotetizar que la presencia de Cff podría haber 

pasado desapercibida debido a la falta de un protocolo de PCR más sensible y fiable, 

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

Por otra parte, se observaron amplificaciones inespecíficas en el 33,1% del total de 

muestras negativas a C. fetus mediante secuenciación masiva. La diana ISCfe1 mostró 

inespecificidades en el 6,4% del total de muestras negativas. Estas inespecificidades 

presumiblemente podrían ser debidas a la presencia en otras especies bacterianas de la 

diana genética empleada (Silva et al. 2020), lo que la convertiría en una diana poco 

recomendable para la detección de Cfv en muestras clínicas, 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 detección de Cfv (Van der Graaf-van 

Bloois et al. 2013). Por otra parte, el protocolo de PCR (I12) basado en la diana virB11, 

también mostró amplificaciones inespecíficas en el 29,4% de las muestras negativas por 

secuenciación 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 presentó 

amplificaciones inespecíficas, la sensibilidad de la PCR, como ya se ha citado, resultó ser 

reducida (donde el límite de detección fue de aproximadamente 5.000 copias del genoma 
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de Cfv por reacción). 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 detección 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 traduciría en 

un potencial número de falsos negativos (Pugh et al. 2022), es por ello que en la presente 

memoria de tesis doctoral se consideró que ambos protocolos de PCR, H97 y W02, no 

serían los más apropiados para la identificación de la subespecie de C. fetus en muestras 

prepuciales de toro.  

Al igual que ocurre con C. fetus, la detección de T. foetus en toros reproductores resulta 

ser una medida clave para el control de la presencia de T. foetus en los rebaños extensivos 

en bovino. La OMSA sugiere el empleo de un protocolo de PCR en tiempo real (sonda 

específica) para la detección de T. foetus en muestras prepuciales de toros (WOAH 2018). 

Dicho protocolo se basa en el trabajo de McMillen y 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 científicas [cuya 

diana genética también es la región multicopia ARNr-ITS, (Chakrabarti et al. 1992)]: i) 

protocolo M15 (Mueller et al. 2015), ii) G02 (Gookin et al. 2002), iii) G05 (Gookin et al. 

2005), y iv) N02 (Nickel et al. 2002). Así mismo se compararon los protocolos de PCR 

disponibles basados en dianas genéticas alternativas a la región ARNr-ITS. La 

información a este respecto es muy limitada, cabe destacar que hasta nuestro 

conocimiento tan solo está descrito un único protocolo (identificado en el presente trabajo 

como protocolo H94) basado en la región microsatelite TfRE (Ho et al. 1994), para el cual 

apenas existe información publicada encontrándose tan solo un registro disponible 

(AY435432.1) en la base de datos GenBank. También Eexiste un protocolo de PCR 
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basado en el gen de la beta-tubulina 1 para la detección de T. foetus en muestras clínicas, 

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 ARNr-ITS resulta interesante en el 

diagnóstico de T. foetus debido a que esta región parece ser altamente similar a la presente 

en otras especies como Tritrichomonas mobilensis (Dąbrowska et al. 2019a). De hecho, 

los resultados de la presente memoria de tesis doctoral mostraron (mediante 

secuenciación Sanger del producto de PCR) cómo el uso del par de cebadores TFIT-F/ 

TFITS-R del protocolo G02 (Gookin et al. 2002) podía presentar reacciones cruzadas con 

Simplicimonas spp. Anteriormente, Frey y colaboradores (Frey et al. 2017) habían 

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 región ARNr-ITS podría ofrecer amplificaciones 

inespecíficas que dieran lugar a falsos positivos, disminuyendo el rendimiento 

diagnóstico de estos protocolos de PCR basados en dicha región genómica y siendo 

interesante el empleo de regiones alternativas para la confirmación de casos positivos en 

casos de sospecha de falsos positivos. 

Debido a la poca información encontrada en referencia al empleo de dianas alternativas 

de PCR, se añadió, como objetivo complementario, el diseño de una PCR en tiempo real 

con empleo de sonda específica (protocolo V21) 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 inespecíficas, lo que convertía a EF1-alpha-Tf1 en una diana 
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aparentemente adecuada para la detección de T. foetus en muestras clínicas procedentes 

de toros. Esta es una diana genética para la que no hay apenas información publicada en 

bases de datos; el trabajo de Oyhenart basa el diseño de la técnica LAMP en la secuencia 

HM217356.1 de GeneBank, única secuencia disponible para esta región del genoma de 

T. foetus (Malik et al. 2011), y sobre la que se diseñó el protocolo de PCR V21, incluido 

en el estudio comparativo mostrado en el Artículo 4 de la presente memoria de tesis.  

Los protocolos M15 y G05 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 identificación de T. foetus (Casteriano 

et al. 2016; Dąbrowska et al. 2019a), apenas se encontró información sobre los cebadores 

empleados en el protocolo G05, habiéndose identificado un único protocolo que los 

empleaba (Tolbert et al. 2012). Por otra parte, el protocolo G02 (Coeficiente kappa de 

Cohen = 0.587; PPV =0,6) presentó un alto porcentaje de amplificaciones inespecíficas 

(18.6%) presumiblemente debido a reacciones cruzadas con Simplicimonas spp. Por el 

contrario, el protocolo N02 (Coeficiente kappa de Cohen = 0,700; NPV = 0,87) presentó 

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 diagnósticos que hagan uso de los 

protocolos G02 y N02 dificultó una discusión apropiada acerca de su utilidad para la 

detección de T. foetus en muestras prepuciales de toros. En base a nuestros resultados, 

ambos protocolos serían herramientas poco adecuadas para la detección de T. foetus en 

lavados prepuciales procedentes de toros reproductores. 



Discusión 

188 
 

En referencia al uso de dianas alternativas a ARNr-ITS, el protocolo H94 mostró 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 

inespecíficas 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, diseñado en la presente tesis, mostró un elevado grado de 

concordancia con el protocolo de referencia M06 (Coeficiente kappa de Cohen = 0,967; 

PPV = 1 y NPV = 0,98), para el que tampoco fueron detectadas reacciones inespecíficas. 

Es por ello por lo que los protocolos H94 y V21 parecen ser la opción más adecuada para 

la confirmación de casos positivos a T. foetus en muestras prepuciales de toros. Pese a 

que la sensibilidad analítica de V21 resultó ser un orden de magnitud menor que H94 

(V21 fue capaz de detectar 5,75 copias de genoma de T. foetus por reacción), V21 es una 

técnica PCR en tiempo real (sonda específica), lo que la convierte en un método de 

detección más rápido que el empleo del protocolo H94 (protocolo convencional de PCR), 

y que además permite el uso de un control interno de reacción, asegurando así una 

fiabilidad mayor en la implementación de la técnica en muestras clínicas, minimizando 

el riesgo de obtener falsos negativos que se interpreten como un resultado válido. 

En definitiva, con el fin de poner de manifiesto las limitaciones detectadas en el marco 

del diagnóstico molecular de C. fetus y T. foetus y presentar alternativas para su solución, 

a continuación se exponen de manera concisa los hallazgos más relevantes del trabajo de 

investigación realizado en dicho ámbito en el contexto de la presente tesis doctoral:  

i) La propuesta de un nuevo protocolo de PCR en tiempo real que hace uso de una sonda 

específica para la detección de C. fetus (Artículo 3) basado en la adaptación de un 

protocolo de pirosecuenciación (sobre el gen gyrB) previamente publicado (Persson 

et al. 2012), podría mejorar el rendimiento diagnóstico en referencia a los protocolos 
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de PCR más comúnmente 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). 

ii) La evaluación de la especificidad de las técnicas de PCR para C. fetus demostró la 

existencia de reacciones inespecíficas en los protocolos de PCR dirigidos sobre las 

dianas ISCfe1 y VirB11, específicas 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 diferenciación 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 está claro hasta la fecha 

(Mshelia et al. 2010; Van Der Graaf-Van Bloois et al. 2014; Cagnoli et al. 2020; 

WOAH 2021)], así como del verdadero potencial zoonótico de Cfv y Cff (Wagenaar 

et al. 2014).  

iii) La región genómica ARNr-ITS ha sido planteada como una diana con posibles 

limitaciones de especificidad para la detección mediante PCR de T. foetus en muestras 

prepuciales (WOAH 2018), pudiendo dar lugar a resultados falsos positivos (Frey et 

al. 2017; Dąbrowska et al. 2019a). Por ello, la existencia de dianas genéticas 

alternativas para la confirmación de casos positivos se postulaba como una necesidad 

que debía ser abordada en la detección 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 diseñó una nueva PCR en tiempo real que 

incluía una sonda específica (V21) para la detección de T. foetus (Artículo 4) basada 

en el gen EF1-alfa-Tf1. Dicha  diana genética ha sido previamente empleada para la 

detección 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 

contenían Pentatrichomonas hominis y Tetratrichomonas spp., protozoos 

comúnmente confundidos con T. foetus) (Oyhenart 2018). De acuerdo con los 

resultados obtenidos, el protocolo V21 mostró una concordancia muy elevada con la 

PCR de referencia (coeficiente kappa de Cohen= 0,967, VPP=1 y VPN=0,98), que, 

junto con el hecho de tratarse de una PCR en tiempo real con un control interno de 

reacción para detectar inhibiciones (y por tanto minimizar resultados falsos 

negativos), lo convierten en un protocolo de PCR muy prometedor para la 

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

 

Volviendo al diagnóstico de la CGB, a pesar de la demostrada utilidad y ventajas de la 

detección de Cfv mediante técnicas de PCR, el cultivo sigue siendo la técnica de 

referencia para el diagnóstico de esta patología en ganado bovino (WOAH 2021), como 

ya se ha citado con anterioridad. Sin embargo, debido a que el cultivo de Cfv (agente 

etiológico de la CGB) presenta una limitada sensibilidad en muchos escenarios (Chaban 

et al. 2013; Monke et al. 2002; Koya 2016), existen muchos laboratorios de diagnóstico 

donde no se emplea el cultivo para la detección de Cfv en muestras prepuciales. Así, 

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 armonización el punto de partida para el Artículo 5. Cabe citar, además, que la mejora 

en el aislamiento de Cfv mediante cultivo no es relevante únicamente para el diagnóstico 

de CGB en toros sospechosos, sino que disponer de las cepas aisladas es fundamental 

para el desarrollo de autovacunas en caso necesario, la caracterización de dichos aislados 
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para llevar a cabo estudios epidemiológicos, de resistencia a antibióticos, factores de 

virulencia, etc. En este contexto, en el citado Artículo 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 conservación podían 

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 desveló varias cuestiones cruciales que se recomiendan implementar 

para maximizar la recuperación de Cfv a partir de este tipo de muestras ya que han 

demostrado mejorar significativamente la recuperación 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 

sustituyó 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 línea, es importante destacar que el 

empleo de tampón PBS, a pesar de ser un medio comúnmente utilizado para 

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

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

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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ii) 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 

conservación limitan la supervivencia de C. fetus en la muestra. Asimismo, se 

recomienda mantener la muestra preferiblemente a tempertaura ambiente  

(21±2ºC) frente a refrigeración (4ºC). Este es un punto importante a considerar 

por los veterinarios clínicos, así como por los laboratorios de diagnóstico, ya 

que la conservación de muestras de diversa naturaleza en refrigeración hasta 

su procesamiento para la detección de distintos patógenos para maximizar su 

viabilidad y evitar el sobrecrecimiento de microorganismos es un 

procedimiento comúnmente 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. Así, los resultados obtenidos cuando los ensayos se llevaron a cabo 

en 48h en el experimento 1 revelaron la práctica ausencia de recuperación 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 Artículo 5, permitió la 

recuperación de Cfv en el 100% de los casos, mostrando así mismo los 

recuentos más altos (siempre por encima de las 300 UFC), 

independientemente del medio de cultivo sólido empleado tras el 

enriquecimiento (Figura 7A). 
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En términos de enriquecimiento de la muestra, cabe citar que el medio 

Brucella también podría considerarse una alternativa válida, dado que el 

número de colonias de Cfv recuperadas que se observó en los ensayos fue 

elevado (Figura 7A), especialmente cuando se combinaba con la siembra en 

medio sólido de cultivo no selectivo SBA (mediana UFC = 222), siendo este 

recuento inferior cuando se empleaban medios de específicos (mediana UFC 

en medio Skirrow = 109, mediana UFC en medio Prestor agar = 86). Cabe 

citar que dicho medio Brucella empleado en este trabajo se modificó 

ligeramente en relación a la receta descrita por Marcelino y colaboradores en 

2015  (Marcellino et al. 2015): la cicloheximida fue sustituida por anfotericina 

B dada su acción potencialmente tóxica 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 señalar que, a pesar de las 

diferencias de recuperación de Cfv observadas en los tres medios sólidos de 

cultivo a partir del medio de enriquecimiento Brucella en el experimento 2, se 

decidió incluir los tres medios de cultivo en los ensayos del experimento 3 

(realizado con clínicas muestras de lavados prepuciales expermientalmente 

contaminados con Cfv). Esto vino justificado porque, por un lado, con el 

medio Preston, el que mostró 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 recuperación de Cfv en el 

experimento 3, al realizarse en muestras clínicas, 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, podrían 

esperarse resultados distintos dependiendo del medio sólido de cultivo 

empleado, como confirmaron los resultados obtenidos (discutidos más 

adelante). 

Para cerrar las cuestiones relativas a los medios en enriquecimiento, es 

pertimente destacar que el medio Bolton, a pesar de que se emplea 

comúnmente para el enriqucimiento de muestras de agua y alimentos para 

recuperación de diferentes especies del género Campylobacter (Hunt et al. 

2021), de acuerdo a nuestros resultados, ha demostrado no ser útil para el 

aislamiento de Cfv a partir de muestras de lavados prepuciales, dado que no 

se observó recuperación de colonias con el uso del mismo (Figura 7A). 

v) La incubación de las placas de medios sólidos de cultivo a 37ºC. En el 

experimento 3 se evaluó la incubación tanto a 37ºC como a 42ºC, esta última 

opción como alternativa para incrementar la sensibilidad de recuperación de 

Cfv, dado que ciertas cepas de este patógeno (incluyendo la empleada en los 

tres experimentos del Artículo 5) son capaces de crecer a 42ºC, 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 incubación a 42ºC no redujo de forma notable el crecimiento 

de microorganismos contaminantes, mientras que sí disminuyó 

significativamente la probabilidad de aislamiento de Cfv (Tabla 6 y Figura 

7B), especialmente cuando se combinaba con el uso de filtración previa a la 

siembra de la muestra en el medio sólido de cultivo [otro de los abordajes 

dirigidos a limitar el crecimiento de contaminantes y que ya se había señalado 
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en trabajos previos que podía limitar la recuperación de C. fetus (Clark et al. 

1974)]. Además, teniendo en cuenta que no todas las cepas de Cfv son capaces 

de crecer a 42ºC, la incubación a esta temperatura podría contribuir a obtener 

resultados falsos negativos incluso con muestras clínicas con un bajo nivel de 

presencia de se desaconseja la incubación a 42ºC. 

vi) El empleo de los medios de cultivo sólido selectivos Bolton o Skirrow 

preferiblemente sin filtración pasiva previa de la muestra o, en su caso, 

empleando filtros de 0,65 µm. 

Respecto al empleo de filtración del medio de enriquecimiento previo a su 

cultivo en el medio sólido empleando filtros de 0,45 µm o 0,65 µm, cabe citar 

que 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 Artículo 5 demostraron que el uso 

de filtros de 0,45 µm disminuía significativamente el crecimiento de 

contaminantes en las placas de medio de cultivo (Tabla 6), si bien también 

disminuía la probabilidad de recuperación de Cfv. Por ello, el uso de filtros de 

0,45 µm estaría desaconsejado de acuerdo a los resultados obtenidos.  

El uso de medio de cultivo sólido no selectivo SBA estaría desaconsejado, ya 

que, aunque los resultados obtenidos con el grupo 1 de muestras mostraron que 

la capacidad de recuperación de Cfv (100% sin el uso de filtros,  87,5% con 

filtros de 0,65 µm) fue similar a la obtenida con medios sólidos selectivos 

(100% tanto sin el uso de filtros como con el uso de filtros de 0,65 µm), se 

observó un alto porcentaje de contaminaciones (Tabla 6).  
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Por otro lado, en lo que respecta a los medios de cultivo sólido, no se 

observaron diferencias estadísticamente 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, serían 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 opción para la recuperación de Cfv fue el empleo 

de filtros de 0,65 de poro empleando el medio de cultivo no selectivo SBA, en 

comparación con el uso de medio Skirrow sin filtración 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 sólido 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 Artículo 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, conservándose a temperatura constante hasta 

su procesamiento en el laboratorio (preferiblemente a temperatura ambiente (21ºC ± 2ºC) 

que en refrigeración (4ºC), en un tiempo máximo de 24h tras la toma de muestra. El 

protocolo de cultivo en el laboratorio incluiría un paso previo en enriquecimiento en 

medio líquido Preston incubado a 37ºC durante 48 h en microaerofilia, seguido del cultivo 

en los medios sólidos selectivos Preston o Skirrow, con una incubación de 4 días a 37ºC 

en condiciones de microaerofilia. Si bien la filtración de la muestra enriquecida previa a 



Discusión 

197 
 

su cultivo en medio sólido empleando filtros de 0,65 µm de poro ha demostrado que puede 

reducir el crecimiento de microorganismos contaminantes en las placas de medio sólido, 

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 información 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 más 

estudios en este ámbito que permitan esclarecer el papel de los agentes infecciosos 

implicados en los problemas reproductivos de origen infeccioso con el fin de establecer 

medidas de prevención y manejo así como herramientas de diagnóstico. 

 

2. La metagenómica es un abordaje metodológico válido 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 

pirosecuenciación publicado previamente basado en el gen gyrB (Persson et al., 2012) es 

la mejor alternativa técnica, en términos de rendimiento diagnóstico, para la detección 

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

 

4. Hoy en día existen importantes limitaciones en las alternativas diagnósticas basadas en la 

técnica PCR publicadas para la diferenciación 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 

identificación molecular de Trichichimonas foetus a partir de muestras de lavados 

prepuciales de toros dados los problemas de sensibilidad y especificidad diagnósticas que, 

respectivamente, que presentan. 
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6. El protocolo de PCR en tiempo real basado en la diana genética EF1-alpha-Tf1 

desarrollado en la presente tesis para la identificación molecular de Trichichimonas 

foetus, así como el protocolo descrito por Ho y colaboradores (1994) basado en el 

microsatélite TfRE, han demostrado ser alternativas adecuadas para la confirmación de 

resultados dudosos obtenidos a partir de protocolos de PCR basados en la región 

genómica rRNA ITS. 

7. El protocolo más 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 (21ºC ± 2ºC)], en un tiempo máximo de 24 horas, continuando con 

un paso de enriquecimiento en medio líquido Preston incubado a 37ºC durante 48 h en 

microaerofilia, seguido de la siembra en los medios sólidos selectivos Preston o Skirrow, 

preferiblemente sin filtración previa, incubados durante 4 días a 37ºC 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 TfRE , 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. 

 

7. 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 (21ºC ± 2ºC)], up to 24 hours, following with an 

enrichment step in Preston liquid medium incubated at 37ºC for 48 h in microaerophilia, 

followed by culture in Preston or Skirrow selective agar media, preferably without prior 

filtration, incubated for 4 days at 37ºC in microaerophilia. 
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9. ANEXOS 
 

9.1. Lista de acrónimos y abreviaturas 

 

AEMET Agencia estatal de meteorología 

ARNr Ácido ribonucleico ribosómico 

ARNr-ITS Región genómica que comprende los genes que codifican para el 

18S, 5.8S, y 28S ARNr y los “internal transcribed spacer” 1 y 2 

CGB Campilobacteriosis genital bovina 

BOE Boletín Oficial del Estado 

BoHV Herpesvirus bovino 

BoHV-1 Herpesvirus bovino tipo 1 

BoHV-4 Herpesvirus bovino tipo 4 

BVDV Virus de la diarrea bovina 

Cff Campylobacter fetus subsp. fetus 

Cft Campylobacter fetus subsp. testudinum 

Cfv Campylobacter fetus subsp. venerealis 

ELISA Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas 

FAO Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la 

Agricultura 

FSH Hormona folículo estimulante 

GnRH Hormona liberadora de gonadotropinas 

HPG Eje hipotalmico-pituitario-gonadal 

H2S Sulfuro de hidrógeno 

IA Inseminación artificial 

IC Intervalo de confianza 

IFAT  Prueba de anticuerpos inmunofluorescentes 

KCl Cloruro de potasio 

K2HPO4 Fosfato dipotásico 

LAMP Loop-Mediated Isothermal Amplification 

LH Hormona luteinizante 

LOD Límite de detección 

MAPA Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación, Gobierno de 

España 

Mab-ELISA Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas basado en anticuerpos 

monoclonales 

NaCl Cloruro sódico 

Na2HPO4 Fosfato disódico 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

OMSA Organización Mundial de Sanidad Animal 

OR Odds ratio 

OTU Unidad taxonómica operacional 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

PVA Peso vivo adulto 

sp. Género 

spp. Especies dentro del género 

subsp. Subespecie 

UE Unión Europea 

UFC Unidad formadora de colonia 

 

 



Anexos 

222 
 

9.2. Lista de tablas 

 

Tabla 1: Técnicas de laboratorio actualmente empleadas para la detección de C. fetus en muestras 

clínicas de toros reproductores. Esta tabla está basada en la información recogida en la OMSA 

(WOAH 2021) donde se indican las técnicas empleadas para este fin (Técnica): PCR, reacción en 

cadena de la polimerasa; IFAT, prueba de anticuerpos inmunofluorescentes; Mab-ELISA, ensayo 

inmunoabsorbente ligado a enzimas basado en anticuerpos monoclonales. 

Tabla 2: Pruebas bioquímicas empleadas para la diferenciación de C. fetus y sus subespecies de 

otras especies dentro del género Campylobacter. Tabla basada en la información recogida en el 

informe de la Orhanización de la Salud Mundial A nimal (WOAH 2021), donde “+” y “-“ indican 

la obtención 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 o no crecimiento en 

cloruro de sodio al 3.5% (NaCl), iv) si presenta o no  crecimiento en presencia de glicina al 1 % 

y v) si produce o no sulfuro de hidrógeno (H2S) en un medio que contiene 0.02% de cisteína. 

Tabla 3. Protocolos de PCR para la detección de C. fetus y la diferenciación de subespecies Cfv 

y Cff incluidos en el estudio comparativo recogido en el Artículo 3 de la presente Tesis. 

Tabla 4. Protocolos de PCR incluidos para la detección de T. foetus incluidos en el estudio 

comparativo recogido en el Artículo 4 de la presente Tesis.  

Tabla 4. Composición 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. Composición 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 

plaqueados. 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 relación 

entre UFC observadas en el medio Skirrow dependiendo del medio de transporte y combinación 

de tiempo y temperature [12RF12RT: refrigeración durante 12h (4ºC) seguido de 12h a 

temperatura ambiente (21ºC±2ºC), 12RT12RF: 12h a temperatura ambiente seguido de 12h en 

refrigeración, 24RF: refrigeración durante 24h y 24h a temperatura ambiente]. La referencia 

empleada en el modelo fue: PBS y 24RT. 

Tabla 7. Resultados del ensayo diagnóstico 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 37ºC o 42ºC sin el empleo de filtros (Sin filtro) o con el uso de filtros de 0.65 µm o 0.45 

µm. 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 morfológico de T. foetus. Dibujo basado en la imagen tomada por microscopía 

electrónica 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 detección de 

Tritrichomonas foetus en muestras clínicas y su localización dentro de la diana ARNr-ITS (18S, 

5.8S, y 28S ARNr y los ‘internal transcribed spacer’ 1 y 2). 
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Figura 3. Relación del objetivo general y las hipótesis y objetivos específicos de la presente tesis 

con los diferentes capítulos y artículos llevados a cabo para alcanzar dichos objetivos que den 

respuesta a las hipótesis planteadas. La HIPÓTESIS 1 plantea que existen microorganismos 

causantes de infertilidad en toros en extensivo que no se conocen o que no se consideran en los 

análisis diagnósticos rutinarios, a su vez la HIPÓTESIS 2 plantea el escaso número de trabajos 

dirigidos sobre el toro como causa de infertilidad infecciosa en rebaños, mientras que la 

HIPÓTESIS 3 plantea que la revisión sistemática de la literatura científica resultaría una 

herramienta útil para listar los patógenos 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 rebaños por causas infecciosas. Por ello se plantea el OBJETIVO ESPECÍFICO 

1 para el cual se realizó el trabajo recogido en el ARTÍCULO 1 del CAPÍTULO I en el que se 

realiza una búsqueda sistemática 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 relación a infertilidad infecciosa. En el mismo capítulo 

de tesis (CAPÍTULO I), se muestra el ARTÍCULO 2 en que se realiza el estudio metagenómico 

(basado en el gen del 16S del ARNr) de 1029 lavados prepuciales para la clasificación bacteriana 

de microorganismos potencialmente asociados a bajos índices de fertilidad en los rebaños, un 

trabajo enmarcado dentro del OBJETIVO ESPECÍFICO 2 orientado a dar respuesta a la 

HIPÓTESIS 1 y la HIPÓTESIS 4 que plantea que el empleo del análisis metagenómico sobre 

muestras clínicas de toros reproductores podría ser una herramienta adecuada para la 

identificación de patógenos asociados a problemas de fertilidad incluyendo aquellos que escapan 

a los controles rutinarios. La HIPÓTESIS 5 plantea que las herramientas moleculares actualmente 

implementadas en la detección de C. fetus y T. foetus, cultivos y PCR, presentan un margen de 

mejora, donde la HIPÓTESIS 6 plantea las limitaciones y susceptibilidad de mejora de la PCR 

para la detección de C. fetus y la diferenciación de Cfv y Cff en muestras prepuciales, mientras 

que la HIPÓTESIS 7 plantea las limitaciones para la detección de T. foetus mediante PCR. Por 

ello se establece el OBJETIVO ESPECÍFICO 3 y 4 para el cual se realizaron los trabajos 

recogidos en el ARTÍCULO 3 y 4 del CAPÍTULO II en el que se realizaron estudios comparativos 
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de protocolos modificados a partir de protocolos previamente publicados, así como de nuevos 

protocolos de PCR que mejoren el rendimiento diagnóstico de C. fetus (y diferenciación de Cfv 

y Cff) (ARTÍCULO 3) y T. foetus (ARTÍCULO 4) mediante PCR a partir de lavados prepuciales. 

Por último, la HIPÓTESIS 8 plantea las limitaciones del cultivo para la detección de Cfv y por 

tanto de la susceptibilidad de mejora en el diagnóstico de la CGB mediante esta técnica. Por ello, 

contemplado dentro del OBJETIVO ESPECÍFICO 5, se realizó el trabajo recogido en el 

ARTÍCULO 5 del CAPÍTULO III, en el que se realizó un estudio comparativo de diferentes 

medios y estrategias de cultivo para la recuperación de Cfv a partir de muestras prepuciales. 

Figura 4. Flujo de trabajo PRISMA para la revisión sistemática de la literatura a partir de registros 

procedentes de bases de datos (PRISMA 2022) haciendo uso del gestor bibliográfico Mendeley 

Desktop 1.19.8 (ELSEVIER 2021). 

Figura 5. A) Esquema del experimento realizado para la comparación de medios de transporte. 

(volumen final del medio de transporte de 12mL y con una concentración final de ≈104UFC/mL 

de Cfv). B) Medios de enriquecimiento y cultivo comparados, donde cada medio de 

enriquecimiento (con un volumen final de 12mL) se evalúa en paralelo con cada medio de cultivo 

y donde cada medio de enriquecimiento fue inoculado con 300µL del medio de transporte (con 

un volumen final de 12mL y con una concentración final de 104UFC/mL de Cfv), incubado a 

37ºC durante 48h. Posteriormente 100µL del medio de enriquecimiento fueron sembrados en las 

diferentes placas de cultivo, las cuales fueron incubadas a 37ºC durante 4 días en microaerofilia. 

C) Grupo 1 de muestras de lavados prepuciales de toro (n=12) inoculadas experimentalmente 

(104UFC/mL de Cfv) para evaluar la tasa de recuperación de Cfv bajo diferentes temperaturas de 

cultivo (42 y 37ºC durante 4 días en microaerofilia) filtrando previamente las muestras con filtros 

de 0,65µm y 0,45µm de diámetro de poro así como sin el uso de filtros; D) Grupo 2 de muestras 

(n=20) contaminadas experimentalmente (104UFC/mL de Cfv) para evaluar la tasa de 

recuperación de Cfv bajo diferentes temperaturas de cultivo (42 y 37ºC durante 4 días en 

microaerofilia) filtrando previamente las muestras con filtros de 0,65µm y sin el uso de filtros en 

los medios de cultivo selectivos Preston y Skirrow. 



Anexos 

226 
 

Figura 6. Estudio comparativo de medios de transporte. El número 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 distribución por cuartiles, las 

lineas verticals indican el 1,5 superior del rango intercuartílico, y los puntos negros indican 

medidas fuera de rango. Las líneas 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: 

refrigeración (RF, 4ºC) durante 12h seguido de 12h a temperature ambuente (RT, 21ºC±2ºC) (12h 

RF + 12h RT), 12h a temperature ambiente seguido de 12h en refrigeración (12h RT + 12h RF), 

refrigeración durante 24h (24h RF), y 24h a temperatura ambiente (24h RT). 

Figura 7. El número de UFC se muestra en el eje “Y”. Las cajas indican el 50% de la parte central 

de la distribución por cuartiles, las lineas verticals indican el 1,5 superior del rango intercuartílico, 

y los puntos negros indican medidas fuera de rango. Las líneas 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 realizó 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 diagnóstico 

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: 37ºC o 42ºC sin filtración de la muestra previo al cultivo en placa, o 

con el uso de filtros de 0.65µm o 0.45µm de diámetro de poro. 
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9.4. Estancias nacionales e internacionales 

 

 

- Instituto Tecnológico Agrario de Castilla y León (ITACyL). Laboratorio de Biología 

Molecular y Microbiología. Valladolid, España. Periodo: 1 de octubre de 2018 al 31 de 

enero de 2019. Tutor: Dra. Marta Hernández Pérez. 

- Norwegian University of Life Sciences. Faculty of Veterinary Medicine. Department of 

Paraclinical Sciences. Bacteriology and Mycology Unit. Ås, Noruega. Periodo: 1 de 

agosto al 31 de octubre de 2022. Tutor: Dra. Sabrina Rodríguez Campos. 

 

 

9.5. Comunicaciones orales en congresos 

 

 

- Estudio metagenómico basado en el análisis de la región V3-V4 del 16S ARNr en 

muestras de lavados prepuciales. Coral Polo Vaquero, Teresa Grarcía Seco, Lucas 

Dominguez Rodríguez, Marta Hernandez, David Rodríguez Lázaro, Marta Pérez 

Sancho. PhDay-VETINDOC 2020. Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense 

de Madrid.  

- Design of a real-time PCR targeting EF1-alpha-Tf1 gene (EF1α1) for Tritrichomonas 

foetus identification on preputial bull samples. Coral Polo, Teresa García-Seco, 

Almudena Casamayor, Alberto Díez-Guerrier, Victor Fernández, Lucas Domínguez, 

Marta Pérez-Sancho. EAVLD 2021. 
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9.6. Comunicaciones mediante póster en congresos 

 

- Comparison of gene targets for Campylobacter fetus PCR-identification using high 

throughput sequencing as gold standard. Polo C, García-Seco T, Hernández M, 

Fernández V, Rodríguez-Lázaro D, Domínguez, 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 García-Seco, Almudena Náñez, 

Carmen Herranz, Alberto DíezGuerrier, Lucas Domínguez, Marta Pérez-Sancho. 

ESDAR 2021.  

- Comparative study of adapted transport media to improve Campylobacter fetus subsp. 

venerealis culture. Polo C, García-Seco T, Fernández V, Díez-Guerrier, Domínguez, 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 comunicación oral “Estudio metagenómico basado en el análisis de la región V3-

V4 del 16S ARNr en muestras de lavados prepuciales”. https://veterinaria.ucm.es/vi-vetindoc-

phday 

 

9.8. Colaboración en tareas docentes 

 

Microbiología e Inmunología 2019-2020 (34 horas). 

Microbiología e Inmunología 2020-2021 (34 horas). 

Microbiología e Inmunología 2021-2022 (34 horas). 
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9.9. Organización de eventos científicos 

 

- Comité organizador de las V Jornadas de Investigación en doctorado – PhDay 2020 

Complutense. Facultad de Veterinaria.  

- Comité organizador de las Jornadas de la Mujer y la Niña en la ciencia 2021 

Complutense. Facultad de Veterinaria.  

- Moderadora en la mesa redonda "Mujeres y ciencia, en mayúsculas". Jornadas de la 

Mujer y la Niña en la ciencia 2021 Complutense. Facultad de Veterinaria. 

- Moderador de las VI Jornadas de Investigación en doctorado – PhDay 2021 Complutense. 

Facultad de Veterinaria. 

 

9.10. Formación adicional 

- Diploma en Análisis bioinformático por la Universidad Pablo de Olavide, Sevilla. 

Formato online. Curso 2019-2020.  

- Cursando el Máster en Análisis avanzado bioinformático por la Universidad Pablo de 

Olavide, Sevilla. Formato online. Curso 2022-2023. 
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