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CAPITULO I

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS






Capitulo |

1. TRICOMONOSIS BOVINA

La tricomonosis bovina es una enfermedad de transmision sexual del ganado bovino
que cursa con fallo reproductivo temprano y es frecuente en los sistemas de explotacion
extensivos donde se utiliza la monta natural(Clark et al., 1971; BonDurant, 2005; Rae and
Crews, 2006). Antiguamente esta enfermedad se conocia con el nombre de “aborto
bovino por Trichomonas”, “peste de la cubricién” o “catarro vaginal contagioso” en
referencia a su principal manifestacion clinica. Esta enfermedad fue descrita por primera
vez hace mas de 100 afios por Kunstler en Francia en 1888, sin embargo, su
descubrimiento es atribuido al cientifico italiano Mazzanti en 1900, quien describi6 el
agenteen dos vacas y una novilla sacrificadas por su bajo nivel de fertilidad (Revisado en
Skirrow and BonDurant, 1988). En 1928, en un estudio de 105 fetos abortados se detectd
la presencia del parasito en 9 casos (Riedmuller et al., 1928). En este momento se propuso
el nombre de Tritrichomonas foetus. En 1932, la enfermedad se describio por primera vez
en ganaderias de leche en EE.UU. A partir de 1933, los casos se describieron en todo el
mundo (Rae and Crews, 2006).

Actualmente, la tricomonosis bovina esta incluida en la Lista de enfermedades de la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE). Asimismo, se recoge en la Directiva
Europea que regula el comercio de semen bovino (European Union 1998, 2004) y la OIE
establece una serie de recomendaciones en relacion a esta enfermedad para la importacion
de animales de cria, sementales 'y semen de origen  bovino
(http://www.oie.int/en/international-standard-setting/). En Europa, la introduccion de la
inseminacion artificial (IA) y el establecimiento de ciertas medidas preventivas
contribuyeron a que esta enfermedad se erradicara en muchas zonas (Yule et al., 1989;
Foote, 1996; van Bergen et al., 2005).

1.1 ETIOLOGIA

1.1.1 Clasificaciéon taxonomica

El agente etioldgico de la tricomonosis bovina es Tritrichomonas foetus, un protozoo

parasito, piriforme, encuadrado taxonomicamente en el Phylum Sarcomastigophora,

Subphylum Mastigophora (trofozoitos flagelados), Clase Zoomastigophorea (sin

3
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cloroplastos), Superorden Parabasalidea (con uno o mas aparatos parabasales), Orden
Trichomonadida, Familia Trichomonadidae, Subfamilia Tritrichomonadinae y género
Tritrichomonas. A esta familia también pertenecen otros tricomonadidos que afectan al
hombre (T. vaginalis), aves domésticas (T. gallinae) y cerdo (T. suis) (Taylor et al., 1994;
Ortega-Mora et al., 1998a).

1.1.2 Morfologia

T. foetus poseeun estadio de trofozoito, con aspecto piriforme u ovoide, y cuyo tamafio
oscila entre 8-18 um de longitud y 4-9 um de ancho (Kreier and Baker, 1987). Los
trofozoitos poseen varias estructuras con funcién locomotora como los flagelos y la
membrana ondulante (Figura 1). T. foetus posee 4 flagelos, originados a partir de unas
formaciones denominadas cuerpos basales o cinetosomas, situados en el polo apical de la
célula. Tres de los flagelos son de longitud similar entre si y se dirigen hacia delante, son
los flagelos libres, cuyo niumero caracteriza a cada género de la familia Trichomonadidae.
De esta forma, el género Tritrichomonas se caracteriza por tener 3 flagelos libres,
mientras que los géneros Tetratrichomonas y Pentatrichomonas poseen 4 y 5 flagelos,
respectivamente. En T. foetus, el cuarto flagelo, denominado flagelo recurrente, se dirige
hacia la parte posterior del cuerpo, asociado al mismo por una membrana ondulante, y se
continta como flagelo libre mas alla del extremo posterior de la membrana ondulante
(Taylor et al., 1994; Ortega-Mora et al., 1998a; Benchimol, 2004) (Figura 1).

Las organelas internas de T. foetus son similares a las de otros tricomonadidos, el
citoplasma contiene una serie de elementos de soporte, entre los que destacan el complejo
pelta-axostilar y la costa que bordea el flagelo recurrente, el axostilo y dos filamentos
parabasales que soportan un complejo de Golgi simple, estos elementos junto con los
flagelos componen el citoesqueleto (Benchimol, 2005). El axostilo se origina en la misma
zona del nacimiento de los flagelos, rodeado en este punto de un anillo de cromatina, y se
dirige hacia la parte posterior del parasito, haciendo prominencia en el extremo posterior.
La pelta es una estructura semilunar muy poco desarrollada, situada en la parte anterior
del axostilo. Ambas estructuras forman el complejo pelta-axostilar, compuesto de grupos
de microtubulos conectados, formando una especie de hendidura que aloja el ntcleo y los
cuerpos parabasales (Benchimol, 2004; Benchimol, 2005).
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Figura 1. Esquema de un trofozoito de T. foetus.

En Trichomonas, el axostilo tiene dos funciones, sirve como una organela de soporte
(mientras la pelta refuerza la pared del canal flagelar) y ademas participa en los procesos
de division celular, permitiendo la constriccion de los nucleos durante la cariocinesis
(Ribeiro et al., 2002). La costa es una estructura rigida que se situa en el margen interno
de la membrana ondulante y le sirve de soporte. Los filamentos parabasales por su parte,
son también elementos filamentosos rayados perpendicularmente y su mision parece ser
la de servir de apoyo al cuerpo parabasal (aparato de Golgi). Los filamentos parabasales y
el cuerpo parabasal constituyen el aparato parabasal, situado en la parte anterior de la
célula (Benchimol, 2004; 2005).

T. foetus tiene un nucleo simple anterior y los hidrogenosomas, los cuales aparecen
como corpusculos electro-densos que actian como sustitutos funcionales de las
mitocondrias. Otros componentes celulares que pueden observarse en el citoplasma son
los ribosomas libres, polisomas, granulos de glucégeno, vesiculas y vacuolas
relacionadas con procesos de endocitosis, digestion y transporte (Benchimol, 2004;
2005).
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Bajo condiciones desfavorables, tales como una baja concentracion de nutrientes, la
presencia de ciertos farmacos como la griseofulvina, o cambios abruptos en la
temperatura, los trofozoitos internalizan el flagelo y adquieren una forma de
pseudoquiste, el cual no esta rodeado de una pared celular manifiesta (Pereira-Neves and
Benchimol, 2009).

1.1.3 Nutricién, metabolismo y reproduccién

Con respecto a la nutricion, los tricomonéadidos carecen de citostoma, por lo que estan
capacitados para captar los alimentos a través de la superficie celular mediante
pinocitosis y fagocitosis, con la formacion resultante de vacuolas alimenticias de tamafio
diverso. Como otros tricomonadidos, T. foetus se alimenta principalmente de bacterias,
cuya proliferacion depende de las condiciones del medio donde el parésito se asienta,

concretamente del tracto genital (Petrin et al., 1998).

Desde el punto de vista metabdlico, T. foetus es incapaz de sintetizar de novo
nucleotidos puricos o pirimidinicos, asi como fosfoglicéridos complejos o colesterol. El
parésito obtiene su energia mediante el catabolismo anaerdbico de los carbohidratos;
aunque son aerotolerantes, los hidrogenosomas son los encargados de producir el
hidrogeno molecular en condiciones de anaerobiosis reduciendo la tension de oxigeno.
De esta forma el parasito consigue mantener el pH de su entorno proximo a la neutralidad,

favoreciendo su desarrollo (Kleydman et al., 2004).

La reproduccion de T. foetus, al igual que la de todos los tricomonadidos, es de tipo
asexual. El parasito se divide mediante fision binaria longitudinal segin un tipo de
mitosis (criptopleuromitosis) en la que persiste la membrana nuclear. No se ha observado
ningun tipo de reproduccién sexual (Petrin et al., 1998). Adicionalmente, cuando se
compara con la forma de trofozoito, los pseudoquistes presentan un modelo de mitosis
diferente, ya que dividen primero los nucleos sin dividir sus citoplasmas, lo que lleva a la
formacion de polimastigontes multinucleados que persisten si las células se mantienen
bajo condiciones de estrés. Cuando las condiciones ambientales vuelven a ser favorables,
los flagelos se externalizan y emergen los nuevos trofozoitos flagelados a partir de las

células multinucleadas (Pereira-Neves and Benchimol, 2009).
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1.1.4 Estructura antigénica

De acuerdo con la reaccién de aglutinacion, tradicionalmente se consideran tres
serotipos de T. foetus: Belfast, Manley y Brisbane, poseedores de determinantes
antigénicos especificos, ademas de otros compartidos. Aunque los estudios no son
recientes, se ha descrito que dichos serotipos son morfolégicamente indiferenciables y
manifiestan una patogenicidad similar en los bovinos, si bien muestran diferente
comportamiento en animales de laboratorio y en cultivos celulares. Se ha podido
demostrar que los animales inmunizados frente a un serotipo desarrollan anticuerpos
frente al serotipo homdlogo, asi como frente a los serotipos heterdlogos. En general, se
suele encontrar un Unico serotipo en infecciones naturales individuales, aunque puede

existir una mezcla de serotipos en un rebafio (Dennett et al., 1974).

En cuanto a la composicién antigénica de T. foetus, Hall et al. (1986), describieron una
serie de 55 a 60 proteinas con pesos moleculares que variaban entre 25 kDa y 210-220
kDa. Se ha sefialado que el suero de vacas inmunizadas con el parasito reconoce
aproximadamente 38 antigenos distintos, entre los que destaca un antigeno de superficie
de 150 kDa que estd ampliamente distribuido en diversas poblaciones del parésito (Hall et
al., 1986). En general, existe una fuerte reaccion cruzada entre diferentes aislados de T.
foetus, mostrando una gran similitud tanto en el perfil de proteinas totales como en el
perfil antigénico que muestran al enfrentarse a diferentes sueros (Huang et al., 1989).
Asimismo, se ha descrito la presencia de diversos polisacaridos de superficie y antigenos
de naturaleza proteica, que muestran una gran estabilidad incluso después de varios pases
por cultivo in vitro (Dennett et al., 1974). Existen también antigenos que se comportan
como adhesinas con potencial inmunogénico, entre los que se encuentran los
lipofosfoglicanos (LPG), presentes en la superficie de T. foetus unidos a la membrana
parasitaria por una molécula de inositol-fosfoceramida (Shaia et al., 1998). Los LPG son
glicoconjugados ricos en fructosa y en menor cuantia manosa, galactosa, glucosamina,
glucosa y galactosamina (Singh et al., 2001). Su composicion lipidica incluye
principalmente acido palmitico y estearico. Otra adhesina superficial es la Tf 190
denominada asi por su peso molecular, la cual contiene 2 subunidades inmunogénicas de
140 kDa y 60 kDa, mas ciertos componentes polipeptidicos. El antigeno Tf 190 tiene la
propiedad de inducir una respuesta inmunitaria caracterizada por una respuesta de

linfocitos T que pueden desarrollar memoria (Shaia et al., 1998).
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La adhesina superficial Tf 1.17 es otra glicoproteina altamente glicosilada (50-70kDa)
qgue posee un péptido extra unido covalentemente con el resto de la molécula de
lipofosfoglicano. Este péptido exclusivo le otorgaria un gran poder inmunogénico
comparado con el LPG (Singh et al., 2001). Se ha descritoque la proteina Tf 1.17 estimula
la sintesis de anticuerpos que inhiben la adhesion parasitaria al epitelio vaginal y
favorecen la aglutinacién y destruccion de T. foetus mediante el complemento (Hodgson
etal., 1990).

Otra adhesina de T. foetuses el antigeno soluble y glicosilado (SGA), el cual se libera
continuamente desde la superficie del protozoo y esta relacionado quimicamente con
LPG y Tf 1.17. Se han descrito otras adhesinas, de aproximadamente 100kDa de peso
molecular, en la superficie del protozoo y en las vesiculas citoplasmaticas aunque
normalmente estarian enmascaradas por carbohidratos especificos que se expondrian solo
ante determinadas condiciones (da Silva et al., 1999). Finalmente, la similitud quimica y
fisiolégica de varias de las adhesinas descritas para T. foetus sugieren que, en ciertos

casos, podria tratarse de una misma molécula o grupo de ellas.

Otros antigenos de superficie son glicoproteinas de membrana con un peso molecular
entre 45 y 70 kDa que estimulan el desarrollo de una respuesta protectora en el ganado
bovino y se han asociado con la inmunidad mediada por el complemento y la prevencion

de la adherencia del parasito (BonDurant et al., 1993).

1.1.5 Variabilidad intra e inter-especifica

En la actualidad, se han planteado nuevos interrogantes sobre la taxonomia y espectro
de hospedadores de T. foetus. Se conoce que T. foetus tiene una morfologia idéntica y una
secuencia de ARNr homéloga a la descrita para T. suis, habitante apatdgeno de la cavidad
nasal y tracto digestivo del cerdo. La extrema similitud entre T. foetus y T. suis sugiere
que se tratarian de una misma especie adaptada a diferentes hospedadores (Felleisen,
1998; Tachezy et al., 2002; Lun et al., 2005). Pese a ello, en un trabajo reciente se ha
observado que T. suis no es capaz de colonizar el tracto genital de novillas infectadas
experimentalmente (Cobo et al., 2001).
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Por otra parte, se considera que T. foetus es también el agente causal de la tricomonosis
felina, enfermedad cuyo principal signo clinico es una diarrea del intestino grueso en el
gato (Gookin et al., 2001). Sin embargo, existen diferencias significativas bioldgicas y
moleculares entre ambas que plantean la posibilidad de una variabilidad dentro de la
especie de T. foetus. En cuanto al habitat y localizacion en el hospedador, mientras que en
el ganado bovino el parésito se localiza en el aparato genital (BonDurant, 1997), en el
gato la localizacion es intestinal, principalmente en el colon (Gookin et al., 2001; Yaeger
et al., 2005). Por otra parte, se han realizado infecciones experimentales en vacas con
aislados obtenidos de gatos (Stockdale et al., 2007) y en gatos con aislados obtenidos del
ganado bovino (Stockdale et al., 2008). Las consecuencias de la infeccion en el ganado
bovino producidas por el aislado felino AUTf-1 fueron mas leves que las causadas por el
aislado bovino D-1 (Stockdale et al., 2007).

Estudios recientes sugieren que también existen diferencias a nivel genético (Slapeta
et al., 2010; Frey and Muller, 2012). Algunos autores han concluido que quizas las
diferencias entre especies 0 genotipos de Tritrichomonas no se reflejen en el ARNr,
puesto que especies como T. foetus, T. suis 0 T. mobilensis, consideradas hasta ahora
como especies distintas dentro de este género, presentan diferencias genéticas muy
pequefas (Felleisen et al., 1997). En un estudio reciente, Slapeta et al. (2010), han
demostrado una mayor variabilidad genética entre aislados de T. foetus de origen felino y
bovino utilizando tanto la region ITS como una region polimérfica que presenta
secuencias de ADN repetitivas de longitud variable. Con base en estos resultados han
propuesto el reconocimiento de un genotipo felino y un genotipo bovino dentro de T.
foetus (Frey and Muller, 2012).

1.1.6 Localizacion y ciclo bioldgico

En los bovinos, T. foetus se localiza en el aparato genital (Skirrow, 1987; BonDurant,
1997) (Figura 2). La localizacion preferente del paréasito en el toro es la cavidad prepucial,
concentrandose mayoritariamente en la mucosa peneana y zonas adyacentes de la mucosa
prepucial posterior (Clark et al., 1974a; Parsonson et al., 1974; Parker et al., 1999). El
parésito se ubica especificamente sobre la superficie del epitelio escamoso estratificado
del pene y el prepucio proximal en el area del fornix. Con la edad, este epitelio llega a

sufrir numerosos plegamientos, produciéndose un mayor desarrollo de las criptas, donde
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T. foetus puede desarrollarse apropiadamente al darse un microambiente adecuado para

microorganismos anaerobios facultativos o microaerofilicos (Rhyan et al., 1999).
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Figura 2. T. foetus se ubica sobre la superficie del epitelio escamoso estratificado del
pene y el prepucio proximal, en las criptas prepuciales. En la hembra, el parasito se
concentra preferentemente en los pliegues del cérvix. La transmision del parésito se
produce de animal infectado a animal sano, casi exclusivamente mediante la copula.

En la hembra, el parasito se concentra preferentemente en los pliegues del cérvix
(BonDurant, 1997). La infeccion es autolimitante, desapareciendo simultdneamente el
parasito de todas las areas del tracto genital al cabo de un periodo minimo de 90-95 dias
(Parsonson et al., 1976; Rae et al., 2004; BonDurant, 2007).

Al igual que otros tricomonadidos, T. foetus tiene un ciclo bioldgico directo
exhibiendo la forma de trofozoito, que no presenta formas de vida libre, ni hospedadores
intermediarios y tiene como hospedador definitivo a los bovinos tanto de las razas Bos
taurus (Bos primigenieus taurus) como Bos indicus (Bos primigenieus indicus)
(Felleisen, 1999; BonDurant, 2005).
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En condiciones naturales, T. foetus se transmite directamente de animal infectado a
animal sano, casi exclusivamente mediante la copula (Figura 2). Los toros se infectan

durante la cubricion de vacas infectadas, quedando como portadores asintomaticos.

1.2 EPIDEMIOLOGIA

1.2.1 Prevalencia

La tricomonosis genital bovina es una enfermedad cosmopolita, habiéndose
denunciado su presencia en paises de los cinco continentes. La mayoria de los estudios de
esta enfermedad coinciden en sefialarla como endémica en aquellas zonas donde el
ganado bovino se explota en régimen extensivo y la monta natural se utiliza de forma
habitual. Sin embargo, la introduccion hace algunas décadas de la IA en el ganado bovino
lechero y en pequefios rebafios de carne y el establecimiento de ciertas medidas de
manejo y diagndstico han contribuido a que se haya erradicado en muchas zonas donde
con anterioridad constituia la causa mas importante de fallo reproductivo en los rebafios

bovinos.

En la Tabla 1 se recogen algunos datos sobre la prevalencia de la infeccion por T.
foetus. La mayoria de los datos disponibles no son recientes, sin embargo, demuestran la
importancia de la enfermedad. En Australia a principios de la década de los 70, la
prevalencia de rebafios infectados era estimada en un 40% (Clark et al., 1974b). Otro
estudio mas reciente realizado en toros demuestra que el 65,6% de los rebafios estan
infectados. Las estimaciones de la prevalencia individual varian entre el 24,7% vy el

30,2% en los toros y entre el 4,6% y el 6,4% en las vacas (McCool et al., 1988).

En los EE.UU, se ha descrito una prevalencia del 16% en rebafios de carne en
California (BonDurant et al., 1990) y un 30,4% en Florida (Rae et al., 2004), con una
prevalencia individual en los toros que oscila entre el 0-7,8%. Recientemente, se realizd
un estudio epidemioldgico retrospectivo en Alabama encontrandose una prevalencia
individual de un 0,27% mientras que el mismo estudio realizado de manera prospectiva
describié un 1,25% (Rodning et al., 2008). Szonyi et al. (2011) en un estudio
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epidemioldgico realizado en Texas encontraron una prevalencia individual del 3,6% en
toros. En Canad4, se ha encontrado una prevalencia individual del 6% (Riley et al., 1995).

En paises como Costa Rica y Argentina, se han obtenido prevalencias de rebafio del
18,4% vy del 28%, respectivamente (Pérez et al., 1992; 2006). En Brasil, aungque apenas
existen estudios, se ha descrito que la infeccion podria afectar al 13% de las explotaciones
y al 29% de los toros (datos no publicados). En Sudéafrica, Erasmus et al. (1989) sefialaron
una prevalencia del 7%.

En Europa esta enfermedad ocasiond graves problemas durante la década de los
cincuenta, siendo considerada como la enfermedad reproductiva mas importante en el
ganado bovino en el sur de Alemania. Actualmente, en algunos paises como Gran
Bretafia, debido a la practica de la IA y a la realizacion de muestreos periodicos, la

infeccion se considera practicamente erradicada.

En Esparia, pese haber sido sefialada su presencia en varias provincias, los datos de
prevalencia disponibles son escasos y, entre los que existen, muchos estan ya obsoletos y
la metodologia diagndstica empleada fuera de uso. Aunque la mayoria de los trabajos se
realizaron en la década de los cincuenta, la primera descripcion en nuestro pais la realiz
Escartin Barles en 1946. Luna Infante en 1956 sefiala, sobre 1804 abortos estudiados en la
provincia de La Coruifia, una prevalencia del 46% para el aborto tricomondsico, del 27%
para el brucelar y del 27% para los abortos de etiologia inespecifica. Al igual que en otros
paises la instauracion de la IA y otras medidas de control, lograron disminuir
considerablemente la prevalencia de esta infeccion, aunque esporadicamente se han
denunciado brotes de tricomonosis en diferentes areas de Espafia, como en la Cornisa
Cantabrica y en la zona de Zamora. Asimismo, los diagnosticos de esta enfermedad son
habituales en el area de explotacion de la raza Avilefia. En el norte de la provincia de
Ledn, donde la monta natural y el uso de pastos comunales son practicas de manejo
habituales, se llevd a cabo un estudio con objeto de determinar la prevalencia individual
en los toros. Para ello, se muestrearon 70 sementales mayores de un afo, que servian a un
total de 4136 vacas procedentes de 184 rebarios, resultando positivos dos de ellos (2,9%)
(Martin-Gomez et al., 1998).
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Tabla 1. Prevalencia de la tricomonosis bovina en diversos paises.

Pais Prevalencia Prevalencia individual ~ Referencia

rebafio (%0) en toros (%0)
Australia 65,6 ND McCool et al., 1988
Argentina 28 ND Perez et al., 2006
Brasil 13 29 Sin publicar
Canada ND 6 Riley et al., 1995
Costa Rica 6,7-18,4 3,9-6,2 Perez et al., 1992
EE.UU. (California) ND 6-7,8 Skirrow and BonDurant., 1988
EE.UU. (Nevada) 26,7-44,1 4,7 Kvasnicka et al., 1989
EE.UU. (California) 15,8 4,1 BonDurant et al., 1990
EE.UU. (Florida) 30,4 6 Rae et al., 2004
EE.UU. (Alabama) ND 0,27-1,25 Rodning et al., 2008
EE.UU. (Texas) ND 3,6 Szonyi et al., 2011
Espafia ND 2,9 Martin-Gomez et al., 1998
Sudéfrica ND 7 Erasmus et al., 1989

ND: No Determinado

1.2.2 Transmision

Como se ha mencionado anteriormente, T. foetus se transmite directamente de
animal infectado a animal sano mediante la copula. Los promedios de transmision a las
hembras oscilan entre el 30 y el 70% (Clark and Dufty, 1978; Christensen and Clark,
1979; Rhyan et al., 1999). La transmision estd en relacion directa con el numero de
organismos sobre la superficie del pene y el prepucio, la libido y el nivel de dominancia

del macho en el rebafio (BonDurant, 2005).

Ocasionalmente, la transmisidn puede darse por otros mecanismos; por ejemplo, de
forma mecanica durante la practica de la IA o de la exploracion vaginal, si se utiliza
material contaminado o bien, a través de un toro sano, desde una vaca infectada a otra
receptiva, si entre las dos montas no transcurre demasiado tiempo. Adicionalmente,
aunque este patdgeno no esta presente en el semen, puede contaminarlo a partir del
liquido prepucial durante la recoleccion manual. Dada la resistencia de T. foetus en el
semen fresco, puro o diluido, refrigerado e incluso, crio-conservado, existe la posibilidad
de transmision mediante 1A con semen contaminado (Clark, 1971; Eaglesome and
Garcia, 1997; BonDurant, 2005).
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1.2.3 Factores de riesgo

Existen diversos factores que contribuyen a la presentacion de la tricomonosis, los

cuales se comentan a continuacion.

Edad

Diversos estudios han mostrado una asociacion directa de la edad del toro con la
presentacion de la tricomonosis bovina, debido al mayor nimero de contactos sexuales y
por tanto una mayor exposicion al agente etiologico. Asimismo en los toros mayores, las
criptas glandulares son méas profundas en la mucosa prepucial, hecho que favorece la
implantacion y desarrollo del patogeno (Dufty et al., 1975; Christensen et al., 1977; Clark
and Dufty, 1978). Algunos estudios indican que la eliminacion del protozoo en un toro
joven es posible dentro de los primeros 20 minutos posteriores a la monta de una vaca
infectada, sin embargo algunos toros expuestos a T. foetus en situaciones naturales de
monta, son capaces de llegar a ser animales crénicamente infectados a pesar de la edad
(Clark et al., 1977).

En diversos estudios se han encontrado diferencias significativas en la frecuencia de
la infeccion en relacion con la edad de los toros. En toros menores de 3 afios se observo
una prevalencia del 2% frente a un 6,7% en toros mayores de 4 afios (BonDurant et al.,
1990). Igualmente Rae et al. (1999), describieron que la edad media de los toros
infectados fue de 5,5 afios y la de los no infectados 3,9 (P<0.001). Recientemente, se ha
observado que los toros mayores de 5 afios de edad tenian 2,2 (OR=2,2; 95% CI, 1,1-4.3;
P=0,022) veces mas probabilidades de infectarse con T. foetus comparados con los toros

menores de 5 afos (Rae et al., 2004).

Raza

A pesar de que varios estudios han examinado la susceptibilidad a la infeccion en
diversas razas, no se ha podido establecer una clara asociacion. Aungue en los primeros
estudios realizados no se encontraron diferencias en la predisposicion a la infeccion por
T. foetus entre las razas derivadas del Bos taurus (Bos primigenieus taurus) y las del Bos

indicus (Bos primigenieus indicus), estudios posteriores han demostrado un mayor riesgo

14



Capitulo 1

de infeccion para el B. taurus. Estas diferencias se han justificado por el mayor nimero de
montas realizadas por B. taurus comparado con las efectuadas por B. indicus en el mismo
periodo de tiempo, incrementadndose de esta manera la posibilidad de exposicién a vacas
infectadas (BonDurant et al., 1990; Ortega-Mora et al., 1998b). Posteriormente, en un
estudio realizado por Rae et al. (2004) se describié que las razas de origen B. taurus
tuvieron seis veces mas probabilidad de estar infectadas que las razas derivadas del B.

indicus.

Algunos estudios también han sugerido que ciertas razas, como la Hereford pueden ser
mas resistentes a la infeccion (Ball, 1987). Asimismo, la prevalencia en las razas
Simmental, Charolesa y Angus ha sido comparativamente mayor en relacion con otras
razas puras y sus cruces (Rae et al., 1999; Villarroel et al., 2004; Rae and Crews, 2006).
Rae (1989), evaluo la susceptibilidad en una granja con diversas razas describiendo una
mayor prevalencia de T. foetus en la raza Brangus (17,9%) frente a la raza Bradford
(2,5%). En este mismo estudio, los toros Angus (la Unica raza Bos taurus representada en

el estudio) presentaron una prevalencia del 12%.

Estado de portador

La existencia de portadores asintomaticos, principalmente los machos, aunque
también un pequefio porcentaje de hembras, permiten el mantenimiento de la infeccion en
los rebafios afectados (Skirrow, 1987; Mancebo et al., 1995). En los machos, la infeccion
persiste durante largos periodos de tiempo, lo que esta relacionado con la baja capacidad
de desarrollar una respuesta inmunitaria (Perez et al., 1992). Adicionalmente, como se ha
mencionado anteriormente, la presencia de criptas mas profundas en el epitelio prepucial
de toros mayores, proporciona un ambiente microaerofilico, adecuado para el desarrollo
de T. foetus.

En el caso de las hembras en infecciones experimentales, la infeccion se elimina del
utero y la vagina entre las semanas 6 y 12 post-infeccion (Anderson et al., 1996;
BonDurant et al., 1996). Sin embargo, se ha puesto de manifiesto la posibilidad de que
algunos animales puedan actuar como portadores asintomaticos, manteniendo la
infeccion durante toda la gestacion e incluso mas alla4 del parto. Asi, T. foetus fue
detectado en novillas infectadas naturalmente en el dia 300 post cubricion (Mancebo et
al., 1995).
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Préacticas ganaderas

Determinados hébitos relacionados con el manejo de los animales facilitan la
transmision de la infeccion y dificultan su control, como la utilizacion de sementales
compartidos, el uso de pastos comunales y la ausencia de pruebas diagnosticas en los
animales de nueva adquisicion (Goodger and Skirrow, 1986; Gay et al., 1996;
Ortega-Mora et al., 1998b; Mardones et al., 2008). También se ha descrito que un
aumento en el numero de rebafios que comparten un pasto, conlleva un aumento en el
riego de infeccion al incrementarse los contactos sexuales con animales de estado

sanitario desconocido (Gay et al., 1996).

Por su parte, el tamafio de la explotacion también parece ser un factor de riesgo. Se ha
descrito que aquellas explotaciones de gran tamafio (500 animales) tenian un riesgo
significativamente mas alto de estar infectadas cuando se comparaban con explotaciones
mas pequefias. Esto es debido a que los propietarios dividen las explotaciones en
unidades de produccidn, las cuales tienen un mayor niumero de toros (>10) por unidad, en
comparacion con las explotaciones pequefias que tienen menos toros por unidad de
produccioén (Rae et al., 2004). Por tanto, aquellas practicas que conlleven un incremento
en la relacion toro:vaca (menor nimero de vacas por toro), parecen aumentar el riesgo de
infeccion. Esta practica es usada por los productores para incrementar las tasas de
concepcién en granjas donde la densidad es relativamente baja y la extension de las
explotaciones es grande. Se asume que cada una de estas practicas incrementa el nimero

de contactos sexuales aumentando el riesgo de la enfermedad (Rae et al., 2004).

1.3 IMPORTANCIA ECONOMICA

Las mayores pérdidas econdmicas ocasionadas por este patdgeno, se asocian con
problemas de fallo reproductivo temprano, lo que supone una disminucion del nimero de
terneros a destetar y un incremento en el intervalo entre partos. La reduccion en el nimero
de terneros que se obtienen en el mismo periodo de tiempo y en su peso final se traduciria
en una disminucion de los ingresos por terneros que oscilaria entre el 4,4% y el 10,2%. En
estas circunstancias, se produce la imposibilidad de tener la paridera concentrada para

vender los terneros al destete 0 cebados en los meses de mayor demanda. También es
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importante la repercusion en los costes de alimentacion cuando los partos se producen en
épocas desfavorables. A estas pérdidas habria que afadirle las ocasionadas por las vacas
que abortan o desarrollan pidmetras y las derivadas de dos situaciones epidemioldgicas
que agravan el proceso: la existencia potencial de vacas portadoras para la siguiente
estacion reproductora y el posible incremento en la prevalencia de la infeccion al ser
adquirida por los toros no infectados. A estas pérdidas, habria que afiadirle los gastos
derivados del sacrificio y reposicion de los animales infectados asi como elcoste de la
atencion veterinaria (Rae, 1989; BonDurant et al., 1990; Speer andWhite, 1991; Rae et
al., 2004).

Los costes causados por la tricomonosis bovina en EE.UU. hace 15 afios ya suponian
unas pérdidas de 600 millones de dolares (Speer and White, 1991). En un estudio de
simulacion, se estimd que en una explotacion con una prevalencia de T. foetus en el
20-40% de los sementales supondria una incidencia en las hembras entre el 17% y el
72%. Como consecuencia se daria una reduccion del 14-50% en el nimero de terneros
nacidos al afio. Ademas, al prolongarse el periodo de partos y disminuir el de engorde de
los terneros se reduciria el peso final de estos. El balance final supondria una disminucion
de los ingresos por ternero que oscilaria entre el 4,4% y el 10,2% (Rae, 1989;
Ortega-Mora et al., 1998b).

1.4 PATOGENIAY LESIONES

1.4.1 En el macho

T. foetus se localiza en las criptas peneanas, el fornix y la parte distal de la uretra
(Parsonson et al., 1974). EI microorganismo no invade el epitelio, por lo que la infeccion
no cursa con lesiones en el pene ni prepucio y no afecta a la calidad del semen o la libido
del toro (Parsonson et al., 1974; Anderson et al., 1994). EI macho una vez infectado actua
como portador asintomatico durante toda su vida. En este sentido, se han estudiado toros
infectados con T. foetus durante periodos prolongados de tiempo, comprobandose
semanalmente la presencia del parasito en el esmegma prepucial sin que se observe ningln
signo clinico, ni lesion macroscopica en dichos animales (BonDurant, 1997; Rhyan et al.,
1999).
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Estudios morfologicos e inmunohistoquimicos han permitido evidenciar la presencia
de infiltrados de células mononucleares y plasmaticas en la lamina propia de pene y
prepucio junto a estructuras linfoides (Rhyan et al., 1999). Dichas estructuras fueron
previamente descritas por Parsonson et al. (1974). Posteriormente, se determino que eran
sitios de procesamiento antigénico y sintesis de inmunoglobulinas (Rhyan et al., 1999). El
prepucio y el pene de los toros infectados con T. foetus presenta una infiltracién intra y
subepitelial por células plasmaticas y linfoides. Los infiltrados linfoplasmaticos
subepiteliales estdn uniformemente distribuidos bajo el epitelio, pero ocasionalmente
forman agregados similares a foliculos linfaticos en los cuales se distinguen incluso
centros germinales. Sin embargo esta infiltracion inflamatoria no difiere de la encontrada

en ocasiones en toros normales (Cobo et al., 2011).

1.4.2 En la hembray en el concepto

La infeccién en la hembra ocurre después delcoito con un toro infectado. El paréasito
atraviesa el cérvix durante el estro y progresa rapidamente, pudiéndose detectar en el
mucus cérvico-vaginal una semana después de producida la infeccion. A las dos semanas, T.
foetus puede haber colonizado las diferentes partes del aparato genital. La localizacion
preferente es en la base del cuello uterino y el mucus cérvico-vaginal, pero el nimero de
parasitos presente en éste suele variar a lo largo del ciclo estral, siendo mayor en los dias
anteriores al celo (BonDurant, 2005). Después del dia 49, T. foetus ocasiona endometritis,
cervicitis, salpingitis y placentitis (Parsonson et al., 1976; Rhyan et al., 1988; Anderson et
al., 1996) con infiltrado linfocitario en la ldmina propia, presencia de macrofagos y
células plasmaticas (Anderson et al., 1996). La infeccion por T. foetus produce la pérdida
de la gestacion en los periodos embrionario y fetal antes del dia 120 de gestacion. La
infeccion en la hembra suele ser autolimitante, desapareciendo transcurridos entre 90-95
dias post-infeccion (Parsonson et al., 1976). Las vacas que Se recuperan poseen una
inmunidad parcial frente a la reinfeccion. La inmunidad que se desarrolla dura
aproximadamente unos 6 meses y después va disminuyendo con el tiempo, desapareciendo
completamente a los 3-4 afios tras la primo-infeccion en ausencia de vacunaciones o
reinfecciones (Clark et al., 1983b).

El establecimiento de la infeccion en el tracto genital de la hembra no parece interferir

con la fertilizacion ni con el desarrollo temprano del embrion, siendo la endometritis la
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responsable de la pérdida de gestacion. ElI embrién bovino migra normalmente hacia el
utero, se desarrolla como blastocisto (dia 6-7) y comienza el proceso de implantacion
incluyendo la elongacién (dia 13), aposiciéon (dia 19-20) y adhesidon (dias 21-22)
(Guillomot, 1995). No existen estudios que demuestren que T. foetus provoque alguna
alteracion en las mencionadas etapas, a pesar de que T. foetus se adhiere a la zona pellcida y
celulas trofoblasticas en las primeras 72 horas del desarrollo embrionario (Bielanski et al.,
2004). Estudios in vitro utilizando 6vulos, cigotos y embriones bovinos en presenciade T.
foetus no mostraron efectos sobre la movilidad o la funcion de los espermatozoides, la
fertilizacion o el desarrollo embrionario (Bielanski et al., 2004). Sin embargo, otros
estudios recientes in vitro han podido demostrar que T. foetus dafia la zona pelucida
alcanzando el oocito e induciendo apoptosis (Benchimol et al., 2007).

Las lesiones placentarias y fetales antes del dia 60 de gestacion son minimas,
permitiendo el mantenimiento de la gestacion normalmente. Sin embargo, después de
dicho periodo, la presencia de T. foetus genera una reaccion inflamatoria en los
placentomas (cotiledones y carlnculas) con presencia de macrofagos y neutréfilos
(Rhyan et al., 1988; Rhyan et al., 1995). Dicha placentitis se correlaciona con la pérdida
fetal y ocurre usualmente antes del séptimo mes de prefiez. En los dos primeros meses de
gestacion, T. foetus es capaz de penetrar en el corion placentario y el epitelio de las
mucosas fetales invadiendo los tejidos conectivos y linfaticos adyacentes. Se cree que el
parésito es aspirado por el feto a partir del liquido amnidtico, produciéndose la
colonizacion del estobmago, el intestino y los pulmones fetales (BonDurant, 1997). Los
hallazgos histopatologicos fetales méas frecuentes son bronconeumonia piogranulomatosa
y enteritis necrotizante (Rhyan et al., 1988; Rhyan et al., 1995), encontrandose una gran
cantidad de parésitos en el estroma del corion de la placenta de fetos abortados, asi como

en los alveolos y bronquiolos (Rhyan et al., 1988).

1.4.3 Mecanismos de accion patdgena

Pese a lo expuesto, los mecanismos por los cuales se produce la mortalidad
embrionaria tardia y fetal temprana son desconocidos. Entre ellos cabria incluir: la accién
mecanica directa de T. foetus agravada por la presencia de una gran cantidad de parasitos
en el Gtero materno; la citotoxicidad producida por las enzimas secretadas por el parasito;
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la alteracion del medio ambiente intrauterino por la reaccion inflamatoria y la respuesta

inmunitaria que desarrolla el hospedador.

T. foetus reside en la mucosa superficial del tracto reproductor del hospedador y su
habilidad para adherirse al epitelio vaginal es fundamental en el establecimiento de la
infeccion (Burgess and McDonald, 1992). La adhesion de T. foetus a la célula epitelial del
tracto genital de la hembra bovina se inicia mediante el flagelo posterior y luego contintia
por su soma, favorecido por el pH vaginal, siendo capaz de producir dafios citotoxicos por
contacto (Corbeil et al., 1989). En el proceso de adhesion de T. foetus intervendrian
moléculas especificas, como la fibronectina (Alderete et al., 2002) y la ecto-ATPasa
Mg+ dependiente, que desdoblaria la D-galactosa ubicada en la superficie mucosa del
hospedador (Jesus et al., 2002). A su vez, el proceso de adhesion se ve facilitado por
lectinas superficiales de T. foetus que se unen especificamente al &cido sialico de la
superficie mucosa (Babal and Russell, 1999) y otras moléculas superficiales del parasito
reconocidas genéricamente como adhesinas (Felleisen, 1999). Entre ellas destacan los
lipofosfoglicanos (LPG), Tf 190, la adhesina superficial Tf 1.17 y el antigeno soluble y
glicosilado (SGA), el cual es continuamente liberado desde la superficie del protozoo y
relacionado quimicamente con LPG y Tf 1.17 (Singh et al., 2001). Todas estas moléculas
se han descrito en el apartado de composicién antigénica. Dichas adhesinas tendrian
también la capacidad de adherirse y destruir los glébulos rojos por hemoaglutinacion
(Felleisen, 1999).

Por otra parte, T. foetus secreta una serie de enzimas con actividad citotoxica muy
activas a pH fisioldgico frente a una gran variedad de moléculas del hospedador
incluyendo proteinas con funcién defensiva inespecifica y especifica como la
lactoferrina, fibronectina e inmunoglobulinas. Estas enzimas podrian actuar en lugares
fisicos criticos como la unidn materno-fetal en un momento en que esta superficie se
encuentra en expansion (dias 28-45 de gestacion). Entre estas enzimas cabe destacar endo
y exoenzimas que incluyen beta-galactosidasas, glicosidasas relacionadas con la ruptura
de la capa de mucina genital, y neuraminidasas localizadas en la periferia del protozoo.
Sin embargo, la cistein-proteasa es la enzima de mayor importancia en la patogénesis de
T. foetus (Mallinson et al., 1995; Thomford et al., 1996).

20



Capitulo 1

La cistein-proteasa ayuda a la escision de la fibronectina y desintegracion de la matriz
extracelular epitelial, degradando diferentes proteinas del hospedador, (fibrindgeno,
albumina y lactoferrina) y colaborando con el proceso de adherencia debido a su
capacidad para desintegrar epitelios (Yule et al., 1989). A su vez, favorece la evasion de
la respuesta inmunitaria humoral, degradando isotipos de IgG, especialmente 19gG2,
encargados de opsonizar y facilitar la fagocitosis mediada por neutréfilos
(Bastida-Corcuera et al., 2000). Asimismo, también degrada la fraccién C3 e inhibe la
formacion de C3b y la cascada mediada por el complemento (Talbot et al., 1991; Kania et
al., 2001). La accidn de la cistein-proteasa definiria por tanto, una eficiente evasion de la

inmunidad humoral mucosal del tracto genital y la consecuente persistencia parasitaria.

Por otra parte, también se ha indicado que la propia endometritis que se produce
aproximadamente a las 6-8 semanas post-infeccion altera el medio intrauterino causando
la muerte del feto. Uno de los mecanismos sugeridos seria la excrecion por parte del
parasito de antigenos de membrana que se unirian a la célula hospedadora (corion
embrionario o endometrio materno) y actuarian de nexo de union para los anticuerpos
anti-T. foetus, desencadenando diversos mecanismos de destruccion celular como la

fagocitosis, opsonizacion, etc.

1.4.4 Inmunidad

La respuesta inmunitaria en la infeccion por T. foetus ha sido estudiada tanto en
infecciones experimentales como naturales y muchos de los datos se han complementado

con estudios vacunales.

En un toro sano, la mucosa del prepucio y pene esta cubierta por un epitelio escamoso
plano queratinizado formando criptas que se extienden dentro del tejido conectivo
subepitelial. Este epitelio presenta gran cantidad de neutrofilos y linfocitos incluyendo
linfocitos T CD3+ y CD8+ distribuidos de manera difusa cerca de la membrana basal
(Cobo et al., 2010). EI subepitelio del prepucio estd poblado por células linfoides
incluyendo células plasmaticas productoras de IgG y en menor cantidad de IgA e IgM
(Flower et al., 1983). El subepitelio prepucial de los toros esta igualmente infiltrado por
linfocitos, los cuales forman agregados similares a foliculos linfoides asi como células

MHC I+ y CD 205+, estas ultimas son las encargadas de iniciar la respuesta innata frente
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a antigenos del parasito observandose un aumento en su numero, tanto en infecciones
experimentales como naturales (Cobo et al., 2010). El epitelio genital puede funcionar
como células presentadoras de antigeno ya que se han detectado antigenos de T. foetus en
el interior del citoplasma de dichas células asi como en el interior de células
mononucleares subepiteliales (Rhyan et al., 1999). A pesar de que las celulas epiteliales
pueden presentar antigenos a las células T en la mucosa prepucial en concierto con MHC
I1'y células expresando CD205+, la activacion/diferenciacion de células T efectoras, su

regulacién y la inmunidad innata no han sido estudiadas (Cobo et al., 2011).

La infeccion por T. foetus en toros, induce la produccion local de 1gG1, IgM e IgA
frente el antigeno Tf1.17, aunque esta respuesta no es suficiente para resolver la infeccion
(Rhyan et al., 1999). Sin embargo, a diferencia de las infecciones naturales, en las
experimentales no se inducen cantidades considerables de anticuerpos hasta seis semanas

post infeccion, no detectandose en ninguno de los casos anticuerpos séricos.

A diferencia del toro, las vacas son capaces de desarrollar una respuesta inmunitaria
efectiva frente a T. foetus (Skirrow and BonDurant, 1990a). Las infecciones pueden ser
eliminadas del tracto reproductivo en las hembras en un periodo aproximado de 95 dias
(Parsonson et al., 1976) o pueden incluso prolongarse hasta los 22 meses. Existe una
respuesta de memoria ya que hay resistencia frente a las reinfecciones que acontecen en
un corto periodo de tiempo. Sin embargo, la inmunidad no persiste y esta respuesta solo
es efectiva si la re-infeccion ocurre dentro de los 15 meses siguientes a una

primoinfeccion (Parsonson et al., 1974; Clark et al., 1983a).

La infeccion natural no induce la sintesis de anticuerpos sistémicos ni durante ni
después de la infeccion (Cobo et al., 2010). Sin embargo, a diferencia de lo que sucede en
el toro, la infeccion en la hembra induce una repuesta local de anticuerpos en vagina y
utero. En los primeros estudios realizados se demostro que el mucus vaginal de vacas
infectadas era capaz de inmovilizar y aglutinar al parasito. Ademas, la relacién directa
entre la desaparicion del parasito y la aparicion de aglutininas locales ha sido sugerida por
diversos autores. Hasta el momento se sabe que las IgA e 1gG1 aumentan en la vagina y
en el cérvix a las 8 semanas post-infeccion mientras que en el Gtero, el incremento sucede
a las 11 semanas post-infeccion. La IgM se detecta en cantidades infimas y la 1gG2

aparece solo de manera transitoria incrementandose en la 11 semana p.i en el cérvix y en
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la 14 semana p.i. en la vagina. Tanto la IgA como la IgG1 anti-T. foetus producidas
localmente reconocen un amplio nimero de antigenos parasitarios de entre 20 y 200 kDa.
La eliminacién del parasito se ha relacionado con el reconocimiento por parte del
hospedador de proteinas de alto peso molecular (Skirrow and BonDurant, 1990a; Corbeil
and BonDurant, 2001; Corbeil et al., 2005).

Es conocido que las 1gG1 anti-T. foetus son capaces de prevenir la adhesion del
parasito a las células epiteliales vaginales, mientras que las 1gG2 pueden estar mas
relacionadas con la opsonizacion. Dado que la fagocitosis es una de las formas de
eliminacion de este parasito, la opsonizacion puede ser un importante mecanismo de
eliminacién de éste. Se conoce poco acerca del papel de la IgA, aungue se piensa que la
inmunidad asociada a mucosas juega un papel importante en este proceso. Los
conocimientos sobre los mecanismos de respuesta celular en el hospedador frente a la
infeccion son escasos. Las primeras evidencias corresponden a la observaciéon de
fagocitosis del parasito por parte de neutréfilos y macrofagos. La fagocitosis también se
ha observado in vitro por parte de linfocitos y neutréfilos en ratones inmunizados con el
parasito vivo, lo que sugiere que la fagocitosis era mediada por la opsonizacion del
parasito. Estudios recientes sugieren que, para que la destruccion del paréasito por parte de
linfocitos polimorfonucleares fuera significativa, se requeriria la opsonizacion conjunta
por parte de los anticuerpos anti-T. foetus y del complemento (Gault et al., 1995; Corbeil
and BonDurant, 2001; Corbeil et al., 2005).

1.4.5 Mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria

La persistencia y resistencia de la infeccion por T. foetus parece estar relacionada con
la capacidad del patogeno de evadir la respuesta inmunitaria, utilizando para ello varios
mecanismos (Cobo et al., 2011; Corbeil and BonDurant, 2001; Bastida-Corcuera et al.,
2000; Kania et al., 2001):

e La variacion de los epitopos antigénicos de superficie en las sucesivas
generaciones: el parasito modifica la composicion quimica de los azUcares de las
glicoproteinas de superficie, por lo tanto modifica su identidad antigénica, por
consiguiente la especificidad de los anticuerpos producidos por el hospedador

resulta insuficiente (Corbeil and BonDurant, 2001). Asi, la expresion del epitopo
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Tf 1.17 varia entre diferentes poblaciones de T. foetus (lkeda et al., 1993; Ikeda et
al., 1995).

e El enmascaramiento antigénico: el parasito cubre sus epitopos con proteinas
propias del hospedador por la presencia de receptores de fibronectina, fibrindgeno
y laminina, impidiendo que el parasito sea reconocido como un agente extrafo.

e La degradacion de las Igs (principalmente las IgA, 1gG) por proteasas
extracelulares del parasito, alterando los mecanismos especificos de las defensas
del hospedador.

e La internalizacion de inmunoglobulinas especificas adheridas a la membrana
citoplasmatica mediante un fenomeno similar a la endocitosis.

e  Excrecion de cistein-proteasas, con todos los efectos previamente descritos sobre
diversas proteinas del hospedador incluyendo, albdmina, lactoferrina,
complemento C3, IgG1 e 1gG2 (Bastida-Corcuera et al., 2000; Kania et al., 2001).
Asimismo, se ha determinado que la lisis mediada por complemento y
dependiente de anticuerpos es poco efectiva, ya que los niveles de complemento

son bajos en el nicho en el que se desarrolla el paréasito (Felleisen, 1999).

1.5. CUADRO CLINICO Y LESIONAL

1.5.1 Individual

En el macho, la infeccidon cursa de forma asintomatica (Cobo et al., 2011). En la
hembra, la manifestacion mas significativa es el fracaso reproductor transitorio
acompafiado de escasos signos clinicos consistentes en vaginitis, cervicitis y/o
endometritis moderada, unidos, en ocasiones, a una descarga vulvo-vaginal mucosa o
mucopurulenta aunque lo normal es que no existan signos manifiestos de la infeccion
(Anderson et al., 1996). El embridn o el feto se pierden casi siempre en el primer tercio de
la gestacidn, pasando el aborto desapercibido y calificandose el animal como repetidor,

infértil o no prefiado.

Después de la pérdida del feto se establece un proceso gradual de reparacion del utero

gue se completa entre 2-6 meses después del aborto. En algunos casos (entre un 5-10% de
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las hembras) existe mantenimiento del cuerpo luteo y maceracion fetal lo que ocasiona la
presencia de una piémetra, que, en algunos casos, desencadena la esterilidad del animal
(Rhyan et al., 1988; Rhyan et al., 1995).

En consonancia con todo lo expuesto anteriormente, los cuadros clinicos que pueden
desarrollar las vacas y novillas que han sido infectadas por T. foetus pueden observarse en
la Figura 3 y se resumen a continuacion (revisado en Ortega-Mora et al., 1998; Rae and
Crews, 2006):

e Concepcidn y gestacion normales, sin signos de enfermedad.

e Mudltiples cubriciones infértiles, pero sin mostrar signos obvios de infeccion. Los
ciclos estrales pueden ser regulares cada 21 dias si la muerte embrionaria se
produce antes del reconocimiento maternal de la gestacion o, con mayor
frecuencia, irregulares si la muerte embrionaria es posterior a ese reconocimiento.

e  Aborto con reabsorcion o expulsién del feto, seguido de un periodo de infertilidad
debido a la inflamacién y destruccion de la mucosa uterina, que sera reparada
gradualmente hasta la reinstauracion del dtero fértil. Durante este periodo son
normales las descargas vaginales mucopurulentas asociadas a una endometritis
cronica.

e Pidmetra y anafrodisia. En algunos casos, el cuerpo luteo ovarico de gestacion se
mantiene y provoca una continua secrecion de flujos dentro del lumen uterino que
junto con la muerte y maceracion del feto, hacen que se desarrolle una piometra y
se instaure una infeccion cronica que, de no repararse, produce esterilidad. Este

hecho acontece en menos del 10% de los animales.
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Multiples Abortos con reabsorcion Piémetra Concepcion y
cubriciones 0 y gestaciones

infértiles Expulsion del feto Anafrodisia normales /

Figura 3. Signos clinicos individuales observados en hembras infectadas con T. foetus.

1.5.2 De rebafio

Los efectos de la enfermedad en el rebafio son la sumatoria de los signos clinicos
individuales, unidos al impacto de la presencia del parasito sobre la eficiencia reproductiva
de las hembras. El primer indicio de la presencia de tricomonosis en un rebafio es un brusco
descenso de la fertilidad, observandose una disminucion de la tasa de concepcion, un
aumento de vacas repetidoras, un alargamiento del intervalo entre partos y, como
consecuencia la disminucién del namero de terneros/afio (Clark et al., 1983a; McCool et
al., 1988; BonDurant, 2005; Rae and Crews, 2006).

Algunos trabajos han corroborado los efectos de la presencia de T. foetus sobre el
rebafio. Alsted et al. (1984) y Barling et al. (2005), determinaron que la proporcion de
vacas no prefiadas fue del 57% y 45,3% en rebafios infectados. Rae et al. (1989),
establecieron que la disminucién del nimero de terneros por afio se encuentra en relacion
con el nimero de vacas infectadas. Clark (1983), encontré una diferencia del 17% en el
numero de terneros por afio, comparando rebafios con presencia de toros positivos frente
a rebafios libres de la infeccion. Este mismo estudio determin6 que el intervalo entre

partos fue de 96,5 a 98,9 dias mayor en los rebarios infectados.
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1.6 DIAGNOSTICO

1.6.1 Diagnostico clinico, epidemiolégico y diferencial

El diagndstico clinico individual es de muy poca utilidad, ya que generalmente no se
observa ningun signo clinico (independiente del fallo reproductivo) como consecuencia
de la infeccion. Las hembras pueden tener descarga vaginal mucopurulenta poco
abundante, endometritis, cervicitis leve, salpingitis y enrojecimiento del cuello uterino.
Las infecciones en el toro pasan desapercibidas, la calidad del semen no esté alterada y su
comportamiento reproductivo es normal aunque puede sufrir adelgazamiento y pérdida
de la libido como consecuencia de un exceso de montas por la repeticion de celo en las
hembras (BonDurant, 2005).

Se puede sospechar de la presencia de la enfermedad al estudiar el historial del rebafio.
También es importante considerar el historial de los sementales y las practicas ganaderas
para orientar el diagnostico (Dekeyser, 1986; BonDurant, 2005; Rae andCrews, 2006).
En concreto, los lugares de pastoreo, pastos comunales, vallado en mal estado, el uso de
toros comunales o la incorporacion de sementales nuevos a la explotacién pueden ser datos
orientativos en el diagndstico epidemioldgico. En rebafios sospechosos donde
habitualmente se lleva a cabo el diagnostico de gestacion a los 35 dias es aconsejable
repetirlo a los 90 dias ya que es en este momento, en caso de que exista tricomonosis,
cuando se pierden la mayor parte de las gestaciones (Hurtado Pizarro, 2005; Mardones et
al., 2008).

Después de conocido el historial y realizado el diagnostico de gestacion en el rebafio
sospechoso, es necesario llevar a cabo el diagnostico diferencial con otras enfermedades que
cursan con manifestaciones similares a la tricomonosis. Entre ellas, hay que incluir la
campylobacteriosis genital bovina, enfermedad de transmision sexual causada por
Campylobacter fetus veneralis, que presenta una epidemiologia muy similar a la
tricomonosis aunque, en este caso, no son tipicas las pidmetras postcoito. Otros agentes
infecciosos de transmision venérea son Haemophilus somnus, Ureaplasma diversum,
Mycoplasma bovigenitalium y el herpesvirus bovino | (biotipo 2), aunque su presencia es
esporadica (Ortega-Mora et al., 1998a). En los casos raros en que la tricomonosis cursa con

aborto en la fase media o tardia de la gestacion es necesario realizar el diagnostico
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diferencial con otras causas de aborto. Entre ellas se encuentran, la brucelosis, la
leptospirosis, la listeriosis, la clamidiosis, las infecciones por ureaplasmas y salmonelas
(Salmonella dublin es la méas frecuente), por micoplasmas y algunas especies de hongos que
pueden producir aborto en el ganado bovino (Aspergillus, Candida, etc). Entre los agentes
viricos que pueden causar problemas reproductivos estan el herpesvirus bovino tipo 1y el
agente etioldgico de la diarrea virica bovina/enfermedad de las mucosas. En caso de aborto,
también es necesaria la diferenciacion entre la tricomonosis y la neosporosis (Ortega-Mora
et al., 1998a). También deben descartarse otras causas no transmisibles de fallo
reproductivo, como la nutricion inadecuada y/o insuficiente tanto de las hembras como de

los machos.

1.6.2 Diagnostico de laboratorio

El diagndstico definitivo de la tricomonosis debe basarse en la identificacion del
parasito en las secreciones prepuciales o en el mucus cérvico-vaginal de los animales
infectados. Para el diagndstico de la infeccidn en un rebafio, lo mas recomendable es
muestrear a los sementales en vez de a las hembras, debido a la persistencia de la
infeccion en el toro durante periodos de tiempo prolongados. La muestra de eleccion en el
toro es el esmegma prepucial. La toma de muestras y el transporte son puntos clave que
deben llevarse a cabo siguiendo procedimientos normalizados y validados. Actualmente,
la técnica de referencia para el diagnostico de rutina y control de la enfermedad es la
identificacion morfoldgica del parasito en cultivo y confirmacion por PCR (Figura 4)
(metodologia diagndstica revisada en: Campero et al., 2003; Sager et al., 2007;
(BonDurant, 2005; Rae and Crews, 2006; Sager et al., 2007).

1.6.2.1 Recogida y envio de muestras

1.6.2.1.1 En el toro

El diagnostico de laboratorio en el toro, se realiza mediante el cultivo del agente a
partir del esmegma prepucial. Antes de muestrear al animal es conveniente mantener al
toro en reposo sexual durante una o dos semanas para maximizar el numero de
organismos presentes en la cavidad prepucial. Asimismo, es aconsejable recortar el pelo

del saco prepucial y limpiar la zona para evitar la contaminacion fecal. Hay que evitar el uso
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de jabon u otros desinfectantes ya que pueden afectar a la viabilidad del agente.
Posteriormente, se realiza un masaje vigoroso de la zona caudal de la cavidad del prepucio,
con objeto de que los parasitos presentes en las criptas se desprendan de la mucosa. Es
importante también evitar la contaminacion de la muestra con orina, ya que diluye la
muestra. Las muestras de esmegma prepucial pueden obtenerse por raspado, succion o

lavado, usando un raspador o una pipeta de IA (Parker et al., 2003a; Sager et al., 2007).

' RECOGIDA DE LA MUESTRA

Tricotomia Y Limpieza
De La Zona Prepucial

Raspado de la mucosa
pen y prepucial
3 i

Masaje prepucial

" CULTIVO Y ENVIO DE LA MUESTRA

Lavado del raspador R ion en medi Transporte inmediato
en diluyente

ansporte sin refrigerar

% LD %l

de cultivo -tr
T i '

" DIAGNOSTICO DE LABORATORIO |

Identificacion en cultivo y confirmacion por PCR

v

Figura 4. Protocolo de recogida de muestras de esmegma prepucial para el diagnéstico

de la tricomonosis bovina.

Meétodo del lavado prepucial

Este método esta basado en la introduccion de PBS o solucion salina saturada dentro
del prepucio (Fitzgerald et al., 1952), para ello se utiliza una pipeta de 1A, a la que se le
conecta un tubo de latex de aproximadamente 60 cm. Este tubo de latex estd adosado por
su otro extremo a una jeringa que contiene PBS. Una vez introducida la solucién, se cierra
con una mano el orificio prepucial para evitar su salida y se efectian vigorosos masajes
en sentido craneo-caudal durante aproximadamente 1 minuto y posteriormente se recoge

el liquido, dejandolo caer por gravedad a través de la goma (Schonmann et al.,1994).
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Actualmente, este método se ha dejado de utilizar ya que los lavados ocasionan la
dilucion del contenido celular de la muestra, ademas de resultar tedioso, aumentar el
numero de muestras contaminadas y, en algunos toros, la introduccién de liquido

estimula la miccién.

Meétodo de la pipeta

Originalmente se utilizo la pipeta de Bartlett (1949), que consistia en un tubo de vidrio
de 54 cm de largo y con uno de sus extremos acodado, el cual se introducia en la cavidad
prepucial mientras que en el extremo opuesto se colocaba un tubo de latex por donde se
aspiraba el material. Este método fue modificado posteriormente utilizando otras
variables como las pipetas de IA, a las que se conecta para aspirar una jeringa con un tubo
de goma entre ésta y la pipeta (Figura 5). Este sistema permite extraer una adecuada
cantidad de esmegma. Las desventajas citadas por algunos autores, como pequefios
traumatismos en la mucosa y resistencia por parte del toro, pueden evitarse si la
introduccidn de la pipeta en la cavidad prepucial se efectia cuidadosamente (Parker et al.,
1999).

Figura 5. Recogida de muestra de esmegma prepucial mediante pipeta de 1A.

Meétodo del raspador

Los raspadores son instrumentos metalicos o plasticos de 70 cm de largo que tienen un
extremo anterior ranurado de aproximadamente 10 cm de largo y 8 mm de didmetro, por
medio del cual se facilita la accion del raspado de los pliegues prepuciales. El raspador se
introduce en la cavidad prepucial, efectuando 20 a 30 movimientos en sentido
antero-posterior. Posteriormente, el material recogido es inoculado en los
correspondientes medios de transporte o PBS, efectuando movimientos rotatorios para
desprender el esmegma de las ranuras del cabezal (Figura 6). El raspador siempre debe
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esterilizarse antes de muestrear cada animal. Muchos autores han avalado su empleo por
la rapidez con la que se opera y por la sencillez del método, ademas disminuye la
contaminacion por orina y no se necesita de un asistente para la toma de la muestra
(Parsonson et al., 1974). El pequefio volumen obtenido tras el raspado prepucial facilita el
transporte y el procesamiento en el laboratorio. Por otra parte, al obtener la muestra de la
region caudal del saco prepucial, hay menos probabilidades de contaminaciones
medioambientales, especialmente en los toros que presentan una fuerte contaminacion de
la porcidn anterior de la cavidad prepucial causada por la eversion de la ldmina interna.
Estos hallazgos han sido también observados por otros investigadores que han realizado

muestreos para C. fetus venerealis (Tedesco et al., 1977).

Figura 6. Recogida de muestra de esmegma prepucial mediante raspador plastico.

Se ha demostrado que la recogida de la muestra con pipeta de IA o raspador tiene una
sensibilidad similar (Schonmann et al., 1994). Parker et al. (1999), no encontraron
diferencias cuando compararon la toma de muestras con pipetas de IA y la utilizacion de
un raspador metalico. Ademaés se observé un incremento en la sensibilidad cuando las
muestras fueron tomadas en el lado derecho del animal, independientemente de la técnica
de muestreo utilizada, observandose cuatro veces mas probabilidad de que fuera positiva

gue aquellas que se tomaron en el lado izquierdo (Parker et al., 2003Db).

1.6.2.1.2 En la vaca o novilla

Debido al caracter autolimitante de la infeccion en la hembra, es muy importante tener

en cuenta el tiempo transcurrido entre la exposicion y la toma de muestras ya que puede
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tener un impacto significativo en los resultados del diagnostico, por lo que el aislamiento
del paréasito puede ser menos exitoso que en el macho (Monke et al., 2002; Parker et al.,
2003b).

La muestra en las hembras se realiza por medio de una pipeta de 1A, obteniendo un
aspirado del moco cérvico-vaginal a partir del cérvix. Alternativamente, en el caso de una
piometra se puede aspirar parte de su contenido. La muestra puede ser examinada
directamente o tras inocularla en medios de cultivo apropiados (Gregory et al., 1990;
Schonmann et al., 1994).

1.6.2.1.3 En el feto

Los fetos abortados no son muestras frecuentes para el diagndstico, pero en el caso de

gue se recoja un feto abortado, se examinara el contenido del abomaso.

1.6.2.2 Transporte de las muestras

Del mismo modo, se debe evitar la conservacion a bajas temperaturas e intentar el envio
al laboratorio lo antes posible si se realiza el aislamiento del agente. En ninguno de los
casos deben pasar mas de 2 dias desde la recogida de la muestra hasta su analisis,
observandose una reduccion superior al 14% en la sensibilidad de la técnica utilizada
cuando las muestras se refrigeran durante 24 horas 0 més (Mukhufhi et al., 2003). Bryan et
al., (1999), estudiaron la influencia del tiempo y la temperatura sobre el aislamiento de T.
foetus, determinandose una disminucion en la sensibilidad del diagnéstico cuando las
muestras fueron mantenidas a bajas temperaturas durante méas de 12 horas. Por otra parte,
si la muestra se va analizar por PCR, seria recomendable su conservacion a 4°C. En este
sentido, Mukhufhi et al., (2003), analizaron muestras de lavado prepucial transportadas
en PBS y mantenidas durante 6 horas, 30 horas y 5 dias a 4°C, observandose una
disminucion de la sensibilidad al aumentar el tiempo de conservacién de la muestra. En
otro estudio 5 muestras positivas fueron mantenidas a temperatura ambiente y otras
tantasfueron almacenadas a 4-8°C, procesandose cada 24 h, 250 uL de cada muestra por
PCR. Las muestras mantenidas a temperatura ambiente fueron positivas hasta las 72
horas, mientras que las muestras mantenidas a 4-8°C fueron positivas hasta una semana
después (Mutto et al., 2006).
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1.6.2.3 Deteccion de T. foetus por observacion directa y cultivo

La muestra de esmegma prepucial puede resuspenderse en solucion salina fisioldgica y
examinarse microscopicamente realizando una identificacion del parésito en fresco. Sin
embargo, el nimero de formas parasitarias en el esmegma prepucial o en el mucus
cérvico-vaginal es relativamente bajo y el parasito debe ser cultivado en un medio
apropiado para incrementar su numero y que sea facilmente detectable. Tanto en fresco
como en cultivo, el paréasito se reconoce a 200-400 aumentos por su tamario y morfologia
(cuerpo piriforme, membrana ondulante, tres flagelos libres en la parte anterior), asi como
por su movimiento rotacional caracteristico (Campero et al., 2003; Parker et al., 2003,
Sager, 2007). Es necesario diferenciar a T. foetus de otros protozoos no patdgenos con
morfologia similar aunque, en muchos casos, estos Ultimos no crecen en los medios de
cultivo (Rae and Crews, 2006; Sager et al., 2007).

En el toro, el nimero de trofozoitos obtenidos mediante lavados prepuciales es muy
variable (200-80.000/ml) y, por tanto, el examen directo es aproximadamente un 25%
menos sensible que el cultivo. Mediante la observacion directa, la probabilidad de
detectar el parasito en el mucus cérvico-vaginal es menor que en las secreciones
prepuciales debido, probablemente, a la fluctuacion en su numero a lo largo del ciclo
estral, siendo mayor en los dias inmediatamente anteriores al estro, y a la naturaleza
viscosa del mismo, que afecta tanto a la recoleccidn de la muestra como al movimiento y
localizacion del parasito dentro de ella. En hembras infectadas experimentalmente,
también se ha observado un menor porcentaje de positividad mediante la observacién

directa del mucus (30%) que tras el cultivo de las muestras (78%) (BonDurant, 2005).
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Medios de transporte y cultivo

Como se ha mencionado anteriormente, normalmente es necesario el cultivo del
parasito porque, en la mayoria de los casos, el nimero de microorganismos es insuficiente
para hacer un diagndstico positivo mediante un examen directo. Asimismo, en la mayoria
de los casos la recogida se realiza lejos del laboratorio, por lo que es muy importante
resuspender la muestra en un medio de transporte/cultivo. Se han utilizado diversos medios
con el objeto de conservar adecuadamente la muestra hasta su inoculacion en los medios de
cultivo apropiados. Asi, el Centro para la Parasitologia Animal (CPA), de Canada, utiliza
un medio Tioglicolato modificado denominado TFTM (Tritrichomonas foetus Transport
Medium), para preservar la morfologia y viabilidad de T. foetus hasta su llegada al
laboratorio, donde es inoculado en el medio Diamond (DM) (Parker and Mclintosh,
2000). Otras soluciones entre las que se incluyen: Agua peptonada (Tedesco et al., 1979),
varias formulaciones de leche de vaca (Reece et al., 1983), solucion salina (Kimsey et al.,
1980), solucién lactato de Ringer (Skirrow et al., 1985) y el medio Kupferberg (Kimsey
et al., 1980), asi como variantes del medio Diamond (Kimsey et al., 1980), son ejemplos

de medios que han sido usados como medios de transporte.

Los medios de cultivo quepueden utilizarse pueden ser el medio CPLM
(cisteina/peptona/infusion de higado y maltosa), el medio BGPS (extracto
decarne/glucosa/peptona y suero), el medio de Clausen (neopeptona-lemco-extracto de
higado y glucosa), el medio Oxoid, el medio Diamond y el medio comercial InPouch™
TF, siendo estos dos ultimos los mas utilizados (Todorovic et al., 1967; Sager et al., 2007;
Rodning, 2007).

En los EE.UU. desde mediados de los afios 40 y hasta finales de los 80 el raspado
prepucial y el cultivo en el medio Diamond fue el método de diagnostico mas utilizado
(Schonman et al., 1994). Posteriormente, a principios de los 90, se introdujo un medio de
transporte y cultivo comercializado en formato individual en un sobre plastico que es
conocido como InPouch ™ TF (Biomed Diagnostics, Inc., San Jose, CA)(Kimsey et al.,
1980). Para ambos medios, las muestras que llegan al laboratorio deben ser incubadas a
37°C. Las muestras cultivadas se examinardn como minimo cada 48 horas y por un
periodo no inferior a los 7 dias (Borchardt et al., 1992; Rae, 2006, Sager et al., 2007).
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El cultivo in vitro del material prepucial utilizando los medios Diamond o InPouch™
TF ha sido considerado el método de referencia o “gold standard”, sin embargo la
estimacion de la sensibilidad diagnostica depende de la eficacia en la recogida de la
muestra, el manejo y el procesamiento, la composicion y calidad del medio de cultivo y
del nimero de muestreos que se realizan. En las mejores condiciones de muestreo,
transporte y cultivo, no se garantiza que todas las muestras tomadas de un toro infectado
den un resultado positivo. La probabilidad de detectar un animal positivo es del 85% si
solo analizamos una muestra y del 99% si se analizan tres (Parker et al., 1999). Por su
parte, se ha estimado que la sensibilidad del sistema InPouch TF en los toros es de un 92%
siempre y cuando las condiciones de manejo y transporte de la muestra sean Optimas
(Kimsey et al., 1980; Thomas et al., 1990; Schonmann et al., 1994; Parker et al., 1999).
Sin embargo, sensibilidades entre 70-90% son mas representativas de muestras tomadas o
procesadas bajo condiciones suboptimas como ocurre en condiciones de campo (Skirrow
etal., 1985; Schénmann et al., 1994; Peter et al., 1995; Gay et al., 1996; Rae et al., 1999;
Parker et al., 1999). La sensibilidad del medio InPouch ™ TF en el diagnostico de T.
foetus es similar a la descrita para el medio Diamond (Diamond, 1957; Skirrow et al.,
1985; Schénmann et al., 1994). Sin embargo, Parker et al., (2003) determinaron que el
medio InPouch tenia 6,95 veces méas probabilidades de detectar una muestra positiva,

comparado con el medio Diamond.

La infeccion en las hembras se elimina normalmente tras 90-95 dias, de manera que
puede ser dificil aislar el parasito a partir de animales en fases tardias de la infeccion. En
vacas jovenes infectadas experimentalmente, se consiguié una sensibilidad del 88% a lo
largo de un periodo de 10 semanas después de la infeccion utilizando el método de cultivo
InPouch ™ TF (Kittel et al., 1998). Esto es debido, probablemente, a las fluctuaciones en
el nimero de parasitos durante el ciclo estral (Barlett andHammond, 1945; Hammond
andBarlett, 1954) y la naturaleza viscosa del moco cérvico-vaginal que puede afectar
tanto la recoleccion de la muestra como al movimiento del parésito.

La especificidad del diagnostico, cuando se utilizan medios de cultivo, puede
igualmente ser un problema, debido a que otros protozoos presentes en muestras
prepuciales pueden sobrevivir en los mismos. En algunos casos, otros tricomonadidos
(por ejemplo, especies de Pentatrichomonas, Tetratrichomonas y Pseudotrichomonas),

presumiblemente de origen intestinal han sido aislados del tracto reproductivo e intestinal
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del ganado bovino (Campero et al., 2003; Cobo et al., 2007; Agnew et al., 2008). La
fuente méas probable de estos protozoos es la contaminacion fecal de la muestra durante su
obtencion o bien por la conducta homosexual del toro. La similitud morfoldgica de los
distintos géneros de protozoos flagelados que pueden crecer en los medios de cultivo,
puede contribuir a falsos diagndsticos positivos (Figura7). Este hecho, representa un
problema potencial para los laboratorios de diagnostico. Por tanto, es de suma
importancia la confirmacion del resultado mediante una técnica de PCR especifica para T.
foetus, que permita diferenciar a esta especie del resto de posibles especies de
tricomonadidos contaminantes (Ribeiro, 1990; Taylor et al., 1994; Felleisen et al., 1997;
BonDurant et al., 1999).

Figura 7. Diferentes protozoos encontrados durante la examinacion de material enviado
para diagndstico de tricomonosis A-C Tritrichomonas foetus; D-F Monocercomonas sp;
G Cercomona crassicauda; H Monas obliqua; | Lembus pusillus; J-O Bodo caudatus;
P-Q Spiromonas angusta; R Callimastix frontalis; S-T Monocercomonas ruminantium;
U Polytoma uvella (Parker and MclIntosh, 2000).
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1.6.2.4 Deteccion de T. foetus por PCR

La técnica de PCR es actualmente utilizada por la mayoria de los laboratorios de
diagnostico para la identificacion de T. foetus mostrando una buena sensibilidad y
especificidad (Ho et al., 1994; Felleisen et al., 1998). Se han disefiado varias pruebas de
PCR basadas mayoritariamente en la amplificacion de una secuencia del ARNr5.8 S o de
laregion ITS1 0 ITS2 (Felleisen et al., 1997; 1998; Nickel et al., 2002) asi como una PCR
cuantitativa en tiempo real (Huby-Chilton et al. 2009). Las diferentes técnicas de PCR
descritas muestran una sensibilidad suficiente para la deteccién de ADN a partir de un
solo organismo en medio de cultivo (Ho et al., 1994; Felleisen et al., 1998; Nickel et al.,
2002; Mukhufhi et al., 2003) estimandose que la sensibilidad diagndstica de los ensayos
de PCR es similar a la del sistema de cultivo InPouch™ TF. Por esta razon, Campero et
al., (2003), sugieren una estrategia de diagnostico en dos etapas. La primera se basaria en
el cultivo de los raspados prepuciales, en el que se ha demostrado una sensibilidad
aproximada del 90% (Skirrow et al., 1985; Borchardt et al., 1992). El segundo paso seria

la confirmacion por PCR de las muestras con cultivo positivo.

Sin embargo, en las muestras prepuciales la sensibilidad de la PCR parece ser menor
debido probablemente a la inhibicion por componentes del esmegma prepucial. Los
lavados prepuciales frecuentemente contienen cantidades importantes de orina que puede
tener un efecto inhibitorio (Mukhufhi et al., 2003). El raspado prepucial es mas
traumatico, por lo que puede contener productos procedentes del dafio del epitelio
superficial, hemoglobina procedente de los globulos rojos, compuestos organicos, etc.
Asimismo, las muestras pueden ser de consistencia mucoide lo que reduce la sensibilidad
de laPCR (Ho et al., 1994). Con el objetivo de mejorar la sensibilidad del ensayo se han
probado varios protocolos de extraccion de ADN. En este sentido, se ha utilizacion la
resina comercial Chelex 100 (BioRad) la cual ha demostrado tener la capacidad de
eliminar potenciales inhibidores de la PCR (Walsh et al., 1991). Estudios previos han
utilizado con éxito esta resina con una solucién de agar de 0,05% para extraer el ADN a
partir de esmegma previamente inoculado con trofozoitos de T. foetus (Chen and Li,
2001; Parker et al., 2001).
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Por otra parte, el tiempo que transcurre en el procesamiento de la muestra puede llevar
a una disminucién en la sensibilidad de la PCR debido a una degradacion progresiva de
los acidos nucleicos. T. foetus secreta un amplio espectro de enzimas hidroliticas
(Thomford et al., 1996). Estas enzimas causan la lisis celular y del ADN (Turner and
Muller, 1983; Wang and Wang, 1985). Otros componentes, procedentes del propio
parésito o de otros microorganismos presentes en la cavidad prepucial, pueden
igualmente afectar la integridad de los acidos nucléicos. Recientemente, Mukhufhi et al.,
(2003) investigaron la sensibilidad de un ensayo de PCR para el diagnostico de T. foetus y
los efectos del método de muestreo, el almacenamiento y la utilizacion de un medio de
transporte sobre la prueba. Su ensayo mostré un limite de deteccion de dos organismos
por ml, observando una disminucion de la sensibilidad al aumentar el tiempo de
almacenamiento de las muestras (de 90% a 6 horas a 31% en 5 dias). Sin embargo, el
método de muestreo (lavado, pipeta o raspador) y el uso del agente conservante tiocianato

de guanidinio para el ADN no mostraron ninguna ventaja adicional.

1.6.2.5 Otros métodos diagnosticos

Otras pruebas utilizadas en vacas son la aglutinacién en moco cérvico-vaginal y las
pruebas intradérmicas. Ademas, se han descrito algunos métodos para detectar

anticuerpos especificos en el suero.

Muco-aglutinacion

En los afios 40 se desarroll6 una prueba de aglutinacion del mucus que detecta
aproximadamente un 60% de las vacas infectadas de forma natural, con niveles de
anticuerpos que varian de acuerdo con la fase del estro. Las muestras se recogen con una
pipeta de IA de la regién cervical de la vagina, preferentemente pocos dias después del
estro. Cualquier muestra de sangre en el moco cérvico-vaginal invalida la prueba debido a
que el suero contiene anticuerpos no especificos que haran que la aglutinacion ocurra.
Los anticuerpos aparecen en el moco cérvico-vaginal unas 6 semanas después de la
infeccion y persisten durante varios meses. La prueba de muco-aglutinacion permite

determinar infecciones latentes o recientes, es especifica y no presenta reacciones
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cruzadas con C. fetus o Brucella. Sin embargo, la mayor limitante es su baja sensibilidad
(Sager et al., 2007).

Test intradérmico

Kerr (1944) desarroll6 una prueba intradérmica utilizando un precipitado de T. foetus
en acido tricloroacético (Tricin). El sitio de inyeccion es la piel del cuello, de forma
similar a la utilizada para la prueba de la tuberculina. La reaccion consiste en una placa
superficial acompafada de un aumento de grosor de la piel de mas de 2 mm. La prueba
fue valiosa en el diagnostico del rebafio, pero los animales permanecian positivos después

de la recuperacion de la enfermedad.

Serologia

Los niveles de anticuerpos sistémicos frente a T. foetus en suero bovino han sido
cuantificados por la técnica de ELISA (Skirrow and BonDurant, 1990), siendo ésta
utilizada para detectar anticuerpos en suero, lavados prepuciales y plasma seminal,
usando tanto antigenos del parasito entero como antigenos de proteinas de membrana
(Campero et al., 1990). De acuerdo a la OIE, el uso de estas pruebas es limitado y no se

recomienda para el diagndstico de animales individuales.

Inmunohistoquimica en tejidos

En el feto abortado no existen lesiones especificas macroscopicas o microscépicas y
para realizar el diagndstico es necesaria la identificacion del agente. Se ha descrito una
técnica inmunohistoquimica para detectar T. foetus en la placenta y pulmones fetales de
abortos bovinos fijados con formaldehido e incluidos en parafina empleando un
anticuerpo monoclonal (Rhyan et al., 1995). La tincion inmunohistoquimica se realiza
utilizando un sistema de marcado con estreptavidina/biotina disponible comercialmente y
un anticuerpo monoclonal frente a T. foetus. Este método se ha utilizado para diagnosticar

abortos causados por T. foetus.
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1.7 PREVENCION Y CONTROL

1.7.1 Medidas de manejo

Las medidas pueden variar si lo que se pretende es prevenir, controlar o erradicar la
enfermedad. En los rebafios lecheros y en algunos de carne de pequefio tamafio, la practica
de la IA es una medida muy util para reducir y eliminar la infeccion. Para aquellos toros
destinados a IA se exige la realizacion de diagndsticos periodicos y cuarentena para los
animales nuevos. Asimismo, en la importacion de semen es de gran valor conocer el pais
de origen, el historial reproductivo del toro (usar semen de toros que no se hayan utilizado
para monta natural o que s6lo hayan montado novillas virgenes), y las pruebas realizadas
por el centro de 1A (Eaglesome and Garcia, 1997;
http://www.oie.int/eng/normes/mcode/en_sommaire.htm). La OIE también recomienda
usar semen de sementales que hayan permanecido en un establecimiento o centro de 1A

donde no se haya registrado ningln caso.

En rebafios donde no es posible la introduccion de la 1A, como en muchos de los sistemas
extensivos de ganado de carne, se recomiendan las siguientes medidas (revisado en Ball et
al., 1987; McCool et al., 1998; BonDurant, 2005; RaeandCrews, 2006; Campero and
Gottstein, 2007):

Control del movimiento de los animales, tanto machos como hembras. Este control

incluye mantener las cercas en buen estado.

e Evitar pastos comunales. Esta practica es uno de los factores de riesgo mas
importantes para la transmision de esta enfermedad.En estos casos, se recomienda
realizar un diagnostico periddico de los sementales y evitar el uso de toros
comunales, a menos que se conozca su procedencia.

e Usar solo toros o novillas virgenes como reposicion. El uso de toros jovenes de
menos de 3 afos de edad, también podria disminuir la incidencia de la infeccion,
aungue se recomienda comprobar la procedencia del toro y su estado sanitario.

e Mantener la edad media de los toros del rebafio tan joven como sea posible. Toros

viejos pueden ser portadores permanentes de la enfermedad.
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e Diagnostico de los toros adquiridos. Se recomienda el analisis de dos muestras de
esmegma prepucial con dos semanas de intervalo si el toro procede de una
explotacion negativa y de tres si procede de un rebafio con antecedentes.

e No mezclar las vacas o novillas de estado sanitario desconocido durante la

temporada de cria.

Como ya se ha mencionado anteriormente, la tricomonosis es una enfermedad de
importancia para el comercio internacional. En los casos de importacion de ganado para
cria 'y segun la OIE (http://www.oie.int/eng/normes/mcode/en_sommaire.htm), se
recomienda que las autoridades veterinarias de los paises importadores exijan un

certificado veterinario internacional que acredite que:

e Los animales pertenecen a un rebafio en el que no se haya registrado ningun caso.

e Las hembras y/o machos sean virgenes, o solo hayan sido montados o hayan
cubierto animales virgenes.

e Diagndstico negativo a partir de esmegma prepucial en el toro, 0 moco
cervico-vaginal en la hembra, en los animales que hayan montado o ya hayan sido

cubiertos.

Cuando esta infeccion ha sido diagnosticada en un rebafio, ademas de las herramientas
preventivas expuestas anteriormente, se deben adoptar medidas de control para reducir el

impacto y eliminar la enfermedad, algunas de las cuales se listan a continuacion (Figura8):

e Andlisis de los toros antes de la temporada de cria y sacrificio de los infectados.
Se recomienda muestrear dos o tres veces al animal en un intervalo de 15 dias. Una
vez no se detecten nuevos casos, se recomienda realizar analisis anuales para
verificar el estado del rebafio.

e Cuando se compren toros, se deben adquirir de rebafios negativos y con certificado
diagndstico.

e Reducir la edad promedio de los toros, ya que disminuye la probabilidad de la
presencia de portadores.

e Se recomienda la separacion del rebafio de un grupo de bajo riesgo formado por las

hembras virgenes. Estas deben de ser cubiertas por toros virgenes o por machos
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jévenes que tampoco estén infectados. El resto de reproductoras pueden pasar al
grupo de animales de bajo riesgo, una vez hayan eliminado la infeccidn,
considerandose una buena medida el dejar transcurrir 90-100 dias después de un
parto normal. Ademas, se deben eliminar aquellas vacas que no quedan prefiadas
durante mucho tiempo y las que abortan de manera repetida, ya que podrian ser
portadoras de la enfermedad.

Cruzar el mismo grupo de hembras con el mismo macho hasta que la enfermedad
esté controlada.

Reducir la duracién de la temporada de cria a no méas de 90 a 120 dias. Una larga
temporada de cria puede enmascarar la pérdida de productividad atribuible estas
infecciones.

Realizar un diagnostico de gestacion a los 45 o 60 dias. Eliminar vacas vacias o
colocarlas en el grupo de alto riesgo. Cualquier vaca que aborte o con descarga
uterina debe ser aislada y se recomienda realizar el diagndstico de laboratorio. Si no

se sacrifica, debe ser también clasificada en el rebafio de alto riesgo.

Cuarentena y diagndstico
de toros de reemplazo

Reposicion con

Buen estado de las cercas . .
animales virgenes

PREVENCION

Evitar uso de pastos

Uso de toros jovenes
y toros comunales :

No mezclar animales de
estado sanitario desconocido
en la época de cria

Diagnostico de los toros previo
a la época reproductiva

Reducir época reproductiva
a90-120 dias

Eliminar vacas repetidoras.
vacias v que aborten

Cruzar los mismos animales
hasta el control de la infeccion

Eliminar toros infectados
y reemplazar con toros virgenes

Uso de toros jovenes

Separacion de grupos
de bajo riesgo de infeccion

Uso de

inseminacion artificial

Figura 8. Medidas utilizadas para la prevencion y control de la tricomonosis bovina.
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Independientemente del tipo de manejo siempre que se practique la monta natural, es
aconsejable la realizacion de analisis periddicos en los machos. Algunos estudios han
demostrado la importancia de mantener subunidades de produccion dentro de las
explotaciones de gran tamafio, donde un toro permanece con un numero de vacas
determinado, lo que ayudaria a disminuir considerablemente el riesgo de propagacion de
la infeccion a la explotacion completa si el toro estuviese infectado. En un estudio
realizado por Rae et al., (1999), se analizaron diferentes explotaciones entre 1000 y 4000
vacas, las cuales fueron divididas en unidades de produccion de acuerdo al nimero de
toros, pero siempre manteniendo una relacion de toro/vaca de 1:25, lo que permitid
mantener unidades libres de la infeccion, asi como un mejor control cuando se detectaron

animales positivos.

1.7.2 Vacunacion

El principal objetivo de las vacunas frente a T. foetus en hembras bovinas es evitar la
cervicitis, la endometritis y la placentitis, las cuales ocasionan infertilidad y pérdida de la
prefiez (BonDurant et al., 1993; BonDurant, 1997). Las vacunas frente a la tricomonosis
bovina deben ser capaces de generar una respuesta inmunitaria capaz de eliminar a T.
foetus del tracto reproductivo antes de que tenga lugar el dafio fetal (aproximadamente dia
60-70 post infeccion), sin necesariamente evitar la colonizacion del epitelio vaginal por
parte del protozoo (BonDurant et al., 1993; BonDurant, 1997). En los ultimos afios se han
efectuado importantes avances en el conocimiento de la patogenia del protozoo y en el
desarrollo de diferentes tipos de vacunas frente a T. foetus (Corbeil et al., 2001). La
respuesta generada para eliminar la infeccion genital por T. foetus en las hembras bovinas
es sdlida en los primeros 6 meses p.i., pero después desaparece. Estos hallazgos han
motivado numerosas investigaciones para el desarrollo de vacunas encaminadas a
disminuir las pérdidas econdmicas que produce la enfermedad. La respuesta inmunitaria
mucosal en el area genital parece ser el principal mecanismo protector (BonDurant,
1997). En vacas infectadas se desarrolla una respuesta genital caracterizada por la
presencia de IgA e IgG1 y una leve respuesta sistémica caracterizada por la presencia de
1gG2 e 1gG1, (Skirrow and BonDurant 1990; Anderson et al., 1996; Corbeil et al., 1998).
Por regla general, las vacas inmunizadas con T. foetus han tenido un patron de respuesta
humoral similar al descrito para las infecciones naturales (Herr et al., 1991; BonDurant et

al., 1993). Sin embargo, los niveles de IgA genitales parecen depender del tipo de
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antigeno vacunal, del adyuvante y de la via de administracion de las formulaciones

vacunales.

Se ha descrito el desarrollo de vacunas con células enteras de T. foetus inactivadas.
Estas vacunas utilizan todas las estructuras del parasito sin distincion de componentes
antigénicos especificos. La Unica vacuna comercial frente a la tricomonosis bovina
disponible en los EE.UU. y no en Europa, es una vacuna muerta frente a T. foetus
preparada a partir de organismos enteros. Esta vacuna puede obtenerse en presentacion
monovalente (Trich Guard) pero también polivalente unida a C. fetus subespecie
venerealis y Leptospira (Trich Guard V5-L). En Argentina se comercializa también una
vacuna oleosa inactivada Tricovac (Laboratorio Bioldgico de Tandil) que contiene un
adyuvante oleoso al 50% con una concentracion de 5x107 trofozoitos de T. foetus cuya
aplicacion es subcutanea. En los estudios realizados en novillas aplicando vacunas
basadas en el parasito entero administradas por via subcutanea (Kvasnicka et al., 1989;
1992; Herr et al., 1991; Gault et al., 1995; Cobo et al., 2002; 2004) se ha observado una
reduccion en el nimero de hembras infectadas y un menor tiempo de infeccién genital,
ademas de un mayor porcentaje de hembras prefiadas en comparacion con los animales
testigo. La infeccion genital por T. foetus fue mas corta en hembras vacunadas donde la
infeccion persistio entre 3 y 5 semanas (Kvasnicka et al., 1992; Gault et al., 1995;
Anderson et al., 1996). En cambio en hembras no vacunadas la infeccién se prolongo
desde 5 a 14 semanas (Herr et al., 1991; Kvasnicka et al., 1992; BonDurant et al., 1993;
Hudson et al., 1993; Gault et al., 1995). Este efecto se traduce en un menor nimero de
servicios (1,44 vs 1,73 en no vacunados; P<0,16), mayor porcentaje de animales
gestantes al primer servicio (66,7 vs 33,3%; P<0,05) (Hudson et al., 1993) y de vacas
paridas (62,5% vs el 31,5%; P<0,001), representando una reduccion de pérdidas
embrionarias/fetales del 56,4% (Kvaniska et al., 1992).

También se han desarrollado vacunas con subunidades de T. foetus (Clark et al.,
1983b; BonDurant et al., 1993; Corbeil et al., 1998). A partir de la identificacion de
antigenos en la superficie celular de T. foetus, algunos investigadores australianos
utilizaron fracciones de membrana glicoproteicas de T. foetus como inmundgeno en toros
con aceptables resultados (Clark et al., 1984). Campero et al. (1999), realizaron un ensayo
con una vacuna experimental formulada con antigenos de membrana de T. foetus. Las

vacas fueron inmunizadas con esta vacuna y posteriormente desafiadas por via vaginal.
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La vacuna utilizada logré generar inmunidad y acortar el periodo de infeccién en los
animales vacunados comparados con los testigos. Recientemente, Cobo et al. (2002),
utilizaron una vacuna experimental con célula entera y otra a base de membranas de T.
foetus en vacas desafiadas con un toro naturalmente infectado. Los autores observaron
una mayor eficacia de la vacuna de membrana de T. foetus en comparacion con la vacuna
de célula entera, ya que los animales presentaron una menor duracion de la infeccion,

mayor tasa de prefiez y menor tasa de mortalidad fetal.

En los ultimos afos, gracias a la identificacion y purificacion de un antigeno
superficial de T. foetus denominado Tf 1.17 (Hodgson et al., 1990) se ha desarrollado una
vacuna recombinante experimental (BonDurant et al., 1993; Anderson et al., 1996;
Corbeil et al., 1998). Tf 1.17 es un antigeno glicoproteico presente en cepas de T. foetus
de diferentes regiones geogréaficas del mundo (Hodgson et al., 1990; Ikeda et al., 1993).
Ademas, estudios in vitro demuestran que anticuerpos monoclonales frente a Tf 1.17
fueron capaces de inmovilizar, aglutinar, evitar la adhesion celular y destruir por la via
del complemento a T. foetus (Hodgson et al., 1990). Se desconoce la eficacia en
condiciones naturales de esta vacuna basada en Tf 1.17, pero su aplicacion en novillas
desafiadas experimentalmente con T. foetus evidencié un rdpido acortamiento de la
infeccion, y una produccion de IgA especificas en las secreciones genitales (Anderson et
al., 1996; Corbeil et al., 1998). Otra vacuna fue elaborada con el antigeno superficial Tf
190 (Voyich et al., 2001a) y al emplearla por via subcutanea en novillas, incrementé los
niveles séricos de 1gG1 e 1gG2. Al ser aplicada por via nasal produjo un aumento de la
IgA en los fluidos genitales a los 30 dias post-desafio. Estas hembras inmunizadas en la
mucosa nasal se infectaron en menor porcentaje que las hembras no vacunadas. Otro
punto importante en la inmunoprofilaxis frente a T. foetus es la respuesta inmunitaria
celular incluyendo linfocitos T CD4+ y CD8+. La inmunizacion con antigeno Tf 190
indujo una proliferacion especifica de linfocitos T CD4+ y un aumento en la expresion de
IFN-y (Voyich et al., 2001). EIl papel de la respuesta Thl en la tricomonosis bovina es
incierto, pudiendo ser beneficiosa para el hospedador en la eliminacion del patégeno o ser
perjudicial al inducir infiltrados mononucleares e incremento de IFN-y y TNF-a que

interrumpen la gestacion (Voyich et al., 2001).

La inmunidad inducida por vacunas frente a T. foetus no ha sido estudiada en

profundidad en toros y s6lo se menciona en algunos trabajos (Clark et al., 1983, 1984;
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Soto and Parma, 1989; Campero et al., 1990; Herr et al., 1991). En toros mayores de 5
afios, la vacuna con célula entera carecid de efecto preventivo o curativo (Clark et al.,
1983b). Vacunas realizadas con membrana glicoprotéica de T. foetus demostraron inducir
cierto grado de inmunidad con una mejora en la eficacia frente a la infeccion (Clark et al.,
1983Db; Clark et al., 1984). Hasta la fecha esta vacuna no ha mostrado eficacia en los toros,
a pesar de que no se conoce el motivo de esta falta de proteccion, lo que podria estar
relacionado con una falta de reconocimiento especifico del antigeno en la superficie del

epitelio escamoso del pene y del prepucio (Clark et al., 1983b; Clark et al., 1984).

1.7.3 Tratamiento

Los primeros tratamientos que se utilizaron frente a T. foetus consistian en la
aplicacion local de diversas soluciones antisépticas, entre las que cabe citar los lavados
uterinos y vaginales y el rociado del pene y los pliegues prepuciales con soluciones de
lugol al 1:3000, cloramina al 0,3%, tripaflavina y acriflavina al 0,3-0,5% y agua
oxigenada al 0,5%. Posteriormente, se emplearon diversos farmacos como el
metronidazol en ungiento al 5% mas ducha uretral con 30 ml de una solucion al 1%y las
diamidinas aromaticas como el Berenil en lavados prepuciales durante cinco dias

sucesivos (Campero et al., 1987).

La mayoria de los diferentes tratamientos locales y/o sistémicos que se han propuesto
para los toros infectados son engorrosos, dificiles de aplicar y las cepas desarrollan
resistencia muy rapidamente (Campero and Palladino, 1983; Campero et al., 1987a, b).
Por otro lado, el tratamiento sistémico con farmacos como metronidazol o dimetridazol,
produce efectos secundarios adversos y poblaciones resistentes (Campero et al.,
1987a,b). El Ipronidazol ha demostrado ser eficaz en toros y vacas (Skirrow et al., 1985),
pero el uso de este farmaco, no ha sido aprobado debido a sus propiedades mutagénicas y
carcinogeénicas. El uso de estos agentes quimioterapicos es ilegal en muchos paises
debido a los residuos tdxicos en la carne (BonDurant, 1997). Hasta el momento no se han
desarrollado tratamientos alternativosy, como consecuencia, los toros infectados deben

ser sacrificados.
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La falta de un tratamiento efectivo frente a la tricomonosis resalta la necesidad de
realizar un control apropiado basado en el manejo y en la informacion suministrada a los

veterinarios como a los productores acerca de la importancia de la enfermedad.

2. EXTENSIFICACION DEL GANADO BOVINO EN LA UNION EUROPEA

2.1. Politica Agraria Comun y cria de bovino de carne

La Politica Agraria Comun (PAC) es una de las politicas mas importantes y uno de los
elementos esenciales del sistema institucional de la Unidn Europea (UE). Esté basada en
un sistema de subvenciones y asignaciones al sector agropecuario de acuerdo al
cumplimiento de ciertas normas y requerimientos que han ido cambiando con el paso de
los afios. La PAC, durante sus mas de 50 afios de existencia ha tenido como objetivos
primordiales el principio de seguridad y soberania alimentaria de la Unién Europea, el
mantenimiento de la capacidad y actividad productiva del medio rural y la conservacion
del medio ambiente. La inclusion de estos requisitos en las politicas sectoriales agrarias
ha supuesto una importante contribucion a las politicas en materia de conservacion del
medio ambiente en la UE y al mantenimiento y uso/explotacion sostenible del entorno.En
el ambito del ganado bovino, la PAC ha intentado evitar los excedentes alimentarios,
frenando la tendencia a la produccién intensiva mediante la introduccion de la prima a la
vaca nodriza y a la extensificacion. Ello ha supuesto una mayor atencién a los sistemas
ganaderos extensivos, especialmente en zonas de montafia, como sistemas contribuyentes
a la conservacion de la naturaleza y basados en el empleo de razas autoctonas adaptadas
al medio, potenciando de esta manera, la conservacion de la naturaleza, el bienestar

animal y los valores sociales asociados a estos sistemas (http:www.magrama.gob.es/es).

Como consecuencia de esta politica, a principios de la década de los noventa se inicio
un cambio significativo en el sector vacuno en Espafia, con una reduccion importante y
progresiva en el censo del vacuno de leche y un aumento de las vacas de carne (Figura 9).
Esto ha supuesto que, aunque el censo comparativo de vacuno adulto entre 1985 y 2010
haya sufrido pocos cambios, en términos practicos cuantitativos (2,68 y 2,9 millones de
reproductoras, respectivamente), en términos cualitativos la proporcion entre animales de

aptitud lactea-mixta y carnica practicamente se haya invertido (1,89 millones de vacas de
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ordefio y 0,79 de carne en 1985 frente a 0,87 millones de vacas de leche y 2,09 de carne en
la actualidad). En el sector vacuno de carne espafiol se incluyen explotaciones que
presentan diferente orientacion productiva, de forma que se puede hablar del subsector de
cria y del subsector de cebo. Dentro del sector del vacuno de cria, su censo e importancia
ha ido aumentando, favorecido por las primas de la PAC a la vaca nodriza y a los sistemas
extensivos ligados al uso del territorio. A diferencia del ganado vacuno de leche, este
sector mantiene hoy en dia un patrimonio genético autctono muy importante en Espafia,
ya que mas del 70% del censo actual, se encuentra compuesto por razas autéctonas en
mayor o menor grado de pureza (Ortufio Perez and Fernandez-Cavada Labat, 1995).
Segun los datos publicados por el MAGRAMA a Julio de 2011 la cabafa espafiola de
vacas nodrizas alcanz6 1.870.373 cabezas.

La distribucion geografica del vacuno de cria se encuentra localizada en torno a dos
grandes areas claramente definidas: las dehesas del suroeste y las zonas de montafia de la
mitad norte de Espafia (Ortufio-Perez and Fernandez-Cavada Labat, 1995). La dehesa
como sistema de produccion se caracteriza por el aprovechamiento de grandes
extensiones de superficie, en las que al menos el 50% de la superficie estd ocupada por
pastizal con arbolado. La ganaderia de la dehesa se encuentra integrada por un conjunto
de razas autoctonas muy rusticas y adaptadas al entorno en el que fueron seleccionadas y
por otras razas foraneas introducidas en épocas relativamente recientes, la mayoria de las

cuales se encuentran cruzadas y perfectamente aclimatadas.

Los sistemas de cria de vacuno en las zonas de montafia son sistemas extensivos
basados también en la explotacion de razas autoctonas y con periodos fijos de manejo,
marcados por las fechas de inicio y final del pastoreo estival. Las explotaciones suelen ser
pequefas de tipo familiar, con amplia base territorial, pero con grandes disponibilidades
pastorales de uso comunal y la practica de la transtermitancia entre la montafia, en verano,
y el valle, en invierno (Manrique et al., 1992). En ambos sistemas (dehesa y montafia),
prima el uso de la monta natural y ha supuesto la vuelta al uso de métodos tradicionales de

explotacion de los recursos como los pastos comunales.
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1986 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

L F oA L Ry (N 5,088 4976 5.018 5247 5512 5925 5884 5951 6.291 6164 6411 6477 6549 5653 6464 6.184 6.585 5953
Beao oL ETL Y 776 1,323 1.358 1.479 1534 1.692 1.628 1.659 1.830 1.880 1.895 1.971 2.017 1.994 1954 1.832 2071 2.091
[l ML AT 1957 1454 1.379 1338 1.292 1.290 1.261 1.280 1.207 1141 1182 1.154 1.119 1.057 1.018 942 903 896

AROS
Figura 9. Evolucion del censo de vacuno en Espafia (1986-2008). Descenso del vacuno

lechero e incremento del nimero de vacas nodrizas (Fuente: Magrama 2008).

2.2 Razas Asturianas

Las razas Asturiana de los Valles (AV) y de la Montafia (AM) son dos razas
autoctonas adaptadas al medio y representativas del vacuno de cria en nuestro pais en
sistemas de montafia para zonas méas favorecidas (AV) y situaciones mas extremas y
menos propicias (AM). Ambas razas se manejan en sistemas extensivos basados en el
aprovechamiento de recursos pastables, entre ellos pastos comunales, utilizando la monta

natural como sistema de cubricién.

2.2.1 Asturiana de la Montafia

La raza Asturiana de la Montafia o Casina, es una raza bovina con asentamiento en la
zona de montafia del oriente de Asturias, presentando caracteristicas de rusticidad y
adaptacion con el consiguiente aprovechamiento de pastos en areas orograficamente
accidentadas de dificil utilizacion. La raza Asturiana de la Montafia, esta integrada desde
hace tiempo en el paisaje y ecosistema, cumpliendo una importante funcion de
conservacion del medio natural y, por lo tanto, de fijacion de la poblacién en zonas de
montafia. En el Catalogo Oficial de Razas del Ministerio de Agricultura (R.D. 1682/97)
esta considerada como raza de proteccion oficial (http://www.viaganadera.com/aseamo/)
(Figura 10).

49


http://www.viaganadera.com/aseamo/�

Capitulo |

Figura 10. Semental de Asturiana de la Montafia.

La raza AM es fiel representante del Tronco Cantabrico, castafio y cdncavo de los
bovinos esparioles, tiene larga historia como raza de triple aptitud carne-leche-trabajo de
equilibrada proporcionalidad, productiva y de modestos rendimientos. La introduccion de
ganado lechero en el Principado ocasiond un proceso de consecuencias negativas sobre la
raza, lo que se tradujo en pérdidas censales, retirada y acantonamiento ocupacional
impulsando la orientacién hacia la produccion de carne (Sanchez, 2002).

En la actualidad, esta raza se explota en régimen extensivo fundamentalmente en las
zonas montafiosas del oriente asturiano y su censo asciende a 8.344 hembras
reproductoras, de las cuales 4.600 son en pureza, estando inscritas en el libro genealdgico,
y 616 machos. El sistema tradicional de manejo que utilizan los ganaderos es el sistema
valle-puerto y consiste en el aprovechamiento de los pastos comunales de los puertos o
montafias desde finales de primavera hasta el otofio, para a continuacién realizar una
trashumancia a las zonas de valle o costa en invierno. Las explotaciones ganaderas son
pequefas y, en la mayoria de los casos, estan dedicadas a una produccion conjunta de
carne y queso. Las cubriciones son de primavera a verano, casi todas en monta natural
durante la estancia en los puertos. Sélo esporadicamente se utiliza la IA. Los partos se
acumulan entre finales del invierno y comienzo de la primavera

(http://www.viaganadera.com/aseamo/).
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2.2.2. Asturiana de los Valles

La Asturiana de los Valles es una raza bovina autoctona que se cria fundamentalmente
en las estribaciones de la Cordillera Cantabrica y se encuentra perfectamente integrada
cumpliendo la importante mision de conservar el medio natural y el paisaje, a la par que
constituye una fuente de ingresos indispensables para los habitantes de las zonas de
montafia. En la actualidad estéa acreditada como la mejor raza espafiola de vacuno para la
produccion de carne y una de las mejores de Europa. Se pueden distinguir variables
internas dentro de los ejemplares de la raza, referidas a subtipos constitucionales y
geograficos, siendo la variedad musculosa conocida también como culona, la mas

importante (Figura 11).

Figura 11. Semental de Asturiana de los Valles mostrando el subtipo constitucional

culén.

La Asturiana de los Valles se explota en régimen extensivo en los territorios de la
Cornisa Cantabrica con un censo de 88.413 vacas, de las cuales 39.687 estan inscritas en
el libro genealdgico y 2672 machos. En la reproduccion de las vacas se practica la monta
natural en el 71% de las explotaciones, aunque en un 44% de las mismas también se
realiza A en un porcentaje de sus vacas y en el 29% de las explotaciones se realiza IA en
la totalidad del rebafio. Existen tres modalidades productivas diferentes: el sistema
tradicional valle/puerto, el sistema de semiestabulacién regular y el sistema de

estabulacion minima.
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Sistema tradicional valle/puerto: Se trata por lo general de pequefias explotaciones,
con instalaciones de tipo tradicional y se basa en el pastoreo estival de los puertos de
montafia acompafado de un breve pastoreo primaveral y otofial de los prados del valle,
con prolongadas estabulaciones invernales donde los animales son alimentados
exclusivamente a base de heno de hierba. Las cubriciones son casi todas en monta natural.

Los partos tienen lugar basicamente a la salida del invierno y principios de primavera.

Sistema de semiestabulacion regular: se trata de un sistema asentado en zonas de
media montafia con alimentacion basada exclusivamente en el aprovechamiento de los
prados de la explotacion y del monte del lugar. Una vez concluida la estabulacion
invernal, a mediados de marzo comienza el pastoreo de primavera, el cual se acompafia
de estabulacion nocturna de las vacas para amamantar los terneros y poder recibir una
suplementacion en pesebre a base de forraje y/o concentrados. En el verano las vacas
paridas suelen estabularse por el dia para evitar problemas de insectos y salir al pasto al
oscurecer, mientras que las vacas secas y novillas permanecen todo el dia fuera. En el
otofio pastan en los prados de la explotacion de igual manera que en primavera,
procediendo en el invierno a la estabulacion permanente del rebafio. En este sistema esta
muy extendido el uso de la 1A, motivo por el cual los partos tienen una distribucién mas

uniforme a lo largo del afio.

Sistema permanente o de estabulacion minima: se basa en el pastoreo permanente a
lo largo del afio de praderas naturales 0 mejoradas, sin apenas estabulacion de los
animales. Durante el invierno los animales se suplementan con ensilado de hierba
fundamentalmente. Es un sistema asentado en zonas de climatologia y orografia
benignas. La mejor disponibilidad de pastos de estas zonas permite la existencia de
rebafios relativamente grandes, explotados en condiciones extensivas bajo pastoreo
rotacional. Aunque los partos siguen siendo mayoritariamente en primavera, en estas
zonas existe una tendencia creciente a los partos de otofio. Las cubriciones son casi todas

en monta natural.

Ambas razas se encuentran sometidas a un plan de Conservacion y Mejora, gestionado
por las Asociaciones espafolas de Criadores de Ganado Vacuno Selecto de la Raza
Asturiana de la Montafia (ASEAMO) y Asturiana de los Valles (ASEAVA). El objetivo

de este plan es promover el aumento del numero de vacas y toros de la raza para conservar
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el maximo de variabilidad genética y procurar un mayor nivel de productividad y
rentabilidad de las explotaciones. La seleccion de machos constituye un capitulo
importantisimo en los actuales esquemas de seleccidon de estas razas. Los mejores machos
se seleccionan segun los criterios que resulten de interes para la raza, y se destinaran a ser
reproductores como sementales de inseminacion artificial o para ser utilizados como

toros de monta natural (http://www.aseava.com/).
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OBJETIVOS

Como se ha mencionado anteriormente, la tricomonosis bovina es una causa
importante de fallo reproductivo temprano en el ganado bovino en régimen extensivo. Su
transmision se produce por via venérea: los toros se infectan durante la cubricion de vacas
infectadas quedando como portadores asintomaticos y constituyendo la principal fuente
de infeccion en los rebafios (BonDurant, 2005; Rae and Crews 2006; Givens, 2006). La
transmision de esta enfermedad se ve influenciada por determinadas précticas de manejo
en los rebafios, como la utilizacion de la monta natural como sistema de cubricion, el uso
de sementales compartidos, los pastos comunales y la ausencia de pruebas diagndsticas

en los sementales de nueva adquisicion (Rae and Crews, 2006).

En Europa, la tricomonosis ocasiond graves problemas durante la década de los
cincuenta del siglo XX pero gracias al uso de la 1A, al control sanitario del semen vy al
sacrificio de los sementales infectados, actualmente, la infeccion se considera
practicamente erradicada en el ganado bovino de leche. Sin embargo, en los ultimos
tiempos la Politica Agraria Comun ha promovido la extensificacion de la produccion
bovina en Europa, con una reduccion importante y progresiva en el censo del vacuno de
leche y un aumento del nimero de vacas nodriza. EI aumento en su censo se ha visto
favorecido por las primas de la Union Europea a la vaca nodriza y a los sistemas
extensivos ligados al uso del territorio. En estos sistemas se ha vuelto al uso de métodos
tradicionales de explotacion. Todo ello, unido a la libre circulacién de animales de estado
sanitario incierto, podria estar favoreciendo la re-emergencia de la tricomonosis bovina,

ya que se dan todos los factores de riesgo para su mantenimiento.

En relacion al diagnostico, es importante mencionar de nuevo que en zonas de
ganaderia extensiva y donde se use la monta natural, el diagndstico de la tricomonosis y
campilobacteriosis genital debe hacerse de forma conjunta. Los programas de prevencion
y control estan basados en la capacidad de identificar con precisién a los sementales
infectados y su eliminacion, por lo que es fundamental que la toma de muestras y la
deteccidn del agente en el laboratorio se realicen siguiendo procedimientos normalizados
y validados. La toma de muestras puede realizarse mediante las técnicas del lavado
prepucial o raspado, siendo esta ultima la mas recomendable, utilizando bien una pipeta
de IA o un raspador (Tedesco et al., 1977; Schonmann et al., 1994; Irons et al., 2002).
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Existe una gran variedad de medios de cultivo especificos para T. foetus y la eleccion de
uno u otro puede condicionar la sensibilidad del método de cultivo (Parker et al., 2003a;
Sager et al., 2007). Por otra parte, la utilizacion de la técnica de PCR es fundamental, no
solo porque permite la deteccion de parésitos no viables o que estén en muy pequefias
cantidades, sino que permite diferenciar a T. foetus del resto de tricomonadidos (Felleisen
et al., 1997; Hum et al., 1997, Campero et al., 2003, Schulze et al., 2006). Aunque estas
técnicas (cultivo y PCR) presentan en general una adecuada sensibilidad, en condiciones
de campo el diagnostico se dificulta debido a la temperatura de conservacion y la
duracion del transporte de la muestra (Bryan et al., 1999; Mukhufthi et al., 2003; Parker et
al., 2003a,b; Cobo et al., 2007). Ademas, es frecuente que las muestras de esmegma
prepucial estén contaminadas con heces, sangre, orina o0 semen, que pueden dificultar el

diagnostico.

Desde el punto de vista econdmico, las repercusiones de la tricomonosis bovina en las
explotaciones infectadas son importantes, ocasionando una reduccion en el nimero de
terneros nacidos por vaca y afio, junto al sacrificio y reposicion de los animales infectados
(BonDurant et al., 1990; Rae et al., 1989). En este sentido, la tricomonosis podria tener
una importante repercusion sobre la productividad de los sistemas de vacuno de cria en
nuestro pais, siendo necesaria la puesta en marcha de medidas para el control de este

patogeno.

En funcion de lo anteriormente expuesto, en el presente estudio de tesis doctoral se han
planteado, por una parte, la validacién de los métodos de diagndstico de la tricomonosis
bovina en muestras de campo y, por otra, el estudio de la epidemiologia e impacto sobre
la productividad de la tricomonosis bovina en dos razas representativas de vacuno de
carne criadas en sistemas extensivos de montafia en Espafa: las razas Asturiana de los

Valles y Asturiana de la Montafia.

Para ello se plantearon tres objetivos especificos:

1. Validacion de los métodos de diagndstico de la tricomonosis bovina en
muestras de campo. Con el objetivo de optimizar la metodologia diagndstica para
la deteccion de T. foetus en muestras de campo, se usaron diferentes métodos de

muestreo (raspado con pipeta de IA y raspador) y medios de transporte-cultivo

56



Capitulo 1

especificos para el crecimiento de T. foetus (TFTM-Diamond e In Pouch TF test),
comparandose a su vez con la técnica de PCR. También se probaron dos métodos de
extraccion de ADN. El primero consistié en una prueba comercial, indicado para
células de origen animal y el segundo es una técnica recomendada para muestras con
potenciales inhibidores de la PCR y consistio en la aplicacion de la resina
Chelex-100. Asimismo, se estudio la forma de conservar la integridad del ADN de la
muestra recién recogida hasta su llegada al laboratorio. Para ello, se resuspendio
parte del esmegma prepucial en un tampodn de lisis para extraccion de ADN, con el

fin de inhibir la accion de las enzimas proteoliticas y endonucleasas.

2. Estudio de la prevalencia y factores de riesgo de la infeccion por T. foetus en
explotaciones de vacuno de carne en sistemas extensivos de montafia en Espafia
de las razas Asturiana de la Montafia y Asturiana de los Valles. En la raza
Asturiana de la Montafa, el estudio se realizd en sementales procedentes de
explotaciones seleccionadas al azar con un sistema de transtermitancia valle-puerto
que utilizan pastos comunales. En el caso de la raza Asturiana de los Valles, el
muestreo se realizo en sementales pertenecientes a explotaciones permanentes en
zonas de valle, que no comparten pastos (sistema estante) y explotaciones que
comparten pastos con sistema de transtermitancia valle-puerto. De esta forma se
compard la infeccion por T. foetus en las dos razas: Asturiana de los Valles
(explotada en condiciones mas favorables) y Asturiana de la Montafia (explotada en
condiciones desfavorables), y en dos sistemas de manejo: sistema transtermitante

(comparten pastos comunales) y sistema estante (no comparten pastos).

3. Estudio del impacto de la tricomonosis sobre la eficacia reproductiva y
eficacia de las medidas de control en los sistemas de vacuno de cria de la raza
Asturiana de la Montafia. Se analizd el impacto de esta enfermedad sobre los
indices reproductivos del rebafio, analizando el intervalo entre partos, el nimero de
vacas paridas, comparando explotaciones infectadas con aquellas libres de la
infeccion. La eficacia de las medidas de control se evalu6 comparando la prevalencia
y los indices obtenidos antes y después del sacrificio de los sementales infectados.
Asimismo se realizd una estimacion de las pérdidas econdémicas asociadas a esta

enfermedad.
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Abstract

Bovine trichomonosis (BT) and bovine genital campylobacteriosis (BGC) are sexually
transmitted diseases that can be important infectious causes of reproductive failure in
extensively managed beef cattle where natural mating is a common practice. However,
their prevalence in Europe was thought to be insignificant or very low. The purpose of
this study was to investigate the prevalence and risk factors associated with BT and BCG
in a representative beef cattle breed, Asturiana de la Montafia (AM), which is usually
managed extensively in the mountain areas of Northern Spain and putative risk factors
associated with the two diseases are present on most farms holding AM cattle.

Preputial smegma samples were collected from 103 bulls belonging to 65 herds.
Pathogen detection was undertaken using culture and PCR. Two scraping methods for
sample collection (Al pipette and plastic scraper), as well as different culture media and
DNA extraction methods were evaluated on field samples. Campylobacter fetus veneralis
infection was not detected in any animal in any herd. However, Tritrichomonas foetus
infection was demonstrated in 32% (33/103) and 41.5% (27/65) of bulls and herds tested,
respectively. AM bulls older than 3 years (39.7%) were more likely to be infected than
young bulls (16%) (OR = 3.45, Cl = 1.07-11.19). An increase in repeat breeder cows was
reported in herds from which T. foetus was detected (OR = 5.2, Cl = 1.5-17.18). These
findings highlight the re emergence of this disease in extensively managed beef cattle in
Spain. For routine diagnosis, the use of a culture technique and PCR in combination is

advisable for testing smegma samples under field conditions.

Keywords: Bovine trichomonosis, Genital campylobacteriosis, Prevalence, Risk factors,

Diagnosis
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1. Introduccion

Bovine trichomonosis (BT) and bovine
genital campylobacteriosis (BGC) are two
sexually transmitted diseases that are
considered to be important causes of early
reproductive failure in beef cattle kept under
extensive management conditions
(BonDurant, 2005; Rae and Crews, 2006;
Mshelia et al., 2009). BT is caused by the
flagellated protozoan parasite Tritrichomonas
foetus (Skirrow and BonDurant, 1988) and
BGC by the Gram-negative motile bacterium
Campylobacter fetus subspecies venerealis
(Eaglesome and Garcia, 1992). Both agents are
localized in the preputial cavity of bulls and in
the genital tract of cows and are transmitted
mechanically during coitus. In both cases
infection is asymptomatic in bulls which act as
carriers, whereas in cows infection can cause
abortion

early death  or

(BonDurant, 2005; Rae and Crews, 2006).

embryonic

BT and BGC are still common in some
areas where natural breeding of beef cattle is
widely practised, such as in Southern Africa,
America, Australia and Asia (BonDurant,
2005; Mshelia et al., 2009). In Europe, the
advent of artificial insemination (Al) and
effective control programmes have greatly
reduced the incidence of the two diseases.
However, reform of the Common Agricultural
and  increased

Policy emphasis  on

environmentally friendly land management
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has encouraged the expansion of extensively
managed beef herds in areas with grasslands,
Mediterranean or mountainous areas (such as
in Spain). These systems usually use natural
breeding and commonly have cattle grazing
communal pastures, which are significant risk
factors for both BT and BGC. Thus these
changes in farming practice could lead to the

re-emergence of these two diseases.

Testing of bulls for BGC and BT is
recommended since infection is asymptomatic.
Combining culture and PCR techniques is
recommended in order to improve the
sensitivity and specificity of diagnostic testing
(Felleisen et al., 1997; Hum et al., 1997;
Campero et al., 2003; Schulze et al., 2006).
However, diagnosis is difficult for many
reasons related to sample collection, culture
media, holding temperatures and time delay
until processing (Bryan et al., 1999; Mukhufhi
et al., 2003; Parker et al., 2003a,b; Cobo et al.,
2007). Moreover, preputial smegma samples
are often contaminated with faeces, blood,
urine or semen, which could limit the
effectiveness of culture or PCR. Nevertheless,
optimization and validation of protocols have
been mainly carried out using samples spiked
with the pathogen or from experimentally
infected animals and studies under field

conditions are limited.

The purpose of this study was to investigate
the prevalence of BT and BGC and the risk
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factors in bulls of the Asturiana de la Montafia
(AM) breed in Spain. The AM breed is a
representative traditional beef cattle breed
usually managed extensively in mountain
pastoral systems with grazing in communal
pastures of medium- high altitude during the
spring—summer—autumn period and wintering
in lowlands. In such systems <2% of the
matings are undertaken using Al (Cafion et al.,
1994). Pathogen detection was undertaken
using culture and PCR. Two scraping methods
for sample collection (Al pipette and plastic
scraper), as well as different culture media
field

Additionally, we examined the effects of a

were evaluated on conditions.
solution to prevent DNA degradation caused
by time delay until processing and different
DNA extraction protocols on the accuracy of

T. foetus PCR.

2. Material and methods

2.1 Sampling design

The study area was located in Principado de
Asturias (North-western Spain) and the targets
of this survey were AM bulls of breeding age
(>18 months) which had at least 2 weeks
sexual rest. Smegma samples were taken in
winter before the mating season. The number
of bulls and herds to be sampled was based on
the AM bull population (616 bulls distributed
in 505 herds), an estimated prevalence of 10%

and a 5% accuracy with 95% confidence. The
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sample size 114 bulls

(Win-episcope version 2.0; CLIVE).

required was

Animals were randomly selected from
farms registered in the database under the
custody of the Asturiana de la Montafia

breeder organization (ASEAMO), which
contacted the farms to ask for their
participation in this survey. All animal

handling and sample collection procedures
were performed in accordance with the

guidelines established by the European Union.

2.2 Sampling technique

Smegma samples were collected by two
scraping methods. The first method used a
plastic Al pipette connected to a sterile
disposable 20 mL syringe that was inserted
into the prepuce and scraped back and forth 15
times while applying suction. The second
method of sample collection was a plastic
cylinder brush scraper (Laboratorio Azul
Diagnostico) which was inserted into the
prepuce and scraped in a similar manner. The
method used first on each bull was randomly

selected.

With both methods, the collected material
was then transferred to a tube containing 5 mL
phosphate buffered saline (PBS, pH 7.0). The
PBS suspension was thoroughly mixed to
create a homogenous mixture from which

aliquots were taken and used as inoculum for
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culture media or DNA extraction methods, as
described below.

2.3 Culture methods

For detection of T. foetus, two culture
evaluated, the
InPouch TF test

media  were namely,
commercially available
(Biomed Diagnostics) and

transport medium (TFTM) with modified

thyoglicollate

Diamond medium (MDM). Immediately after
sample collection, 500 pL from the suspension
of the PBS mixture were inoculated into the
upper chamber of the InPouch TF medium or
into 10 mL of the TFTM medium. The samples
were transported at room temperature and
arrived at the laboratory within 6 h of
collection. Samples were maintained for 24 h
at 37 °C and then processed as described
previously (Parker et al., 2003a; Sager et al.,
2007). All samples were incubated at 37 °C for
7 days in dark conditions and microscopically
(200 x 400 X

confirmation) on days 2, 4, 6 and 7 after

examined screening;
sample collection. Parasites were identified by
their characteristic morphological features and

motility.

Diagnosis of C. fetus venerealis was carried
out at the Spanish reference laboratory for
campylobacteriosis in animals (Laboratorio
Central de Veterinaria de Algete, Madrid).
Two culture protocols were tested. Briefly, 1

mL from the suspension of the PBS mixture
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inoculated into Lander’s
medium (Lander, 1990a,b) and 500 pL into
double strength FBP medium (Gorman and
Adley, 2004) with 0.5% active charcoal

(Sigma). At the laboratory, samples were

was transport

processed according to OIE and Cape Town
protocols (Le Roux and Lastovica, 1998;

Wagenaar and Van Bergen, 2004).

2.4 DNA extraction for T. foetus detection

DNA

extraction protocols for the diagnosis of T.

A comparative evaluation of
foetus was carried out on field samples. In the
first experiment, immediately after sample
collection by IA pipette or plastic brush, 500
puL from the suspension of the PBS mixture
were inoculated into 600 uL of the lysis buffer
included in the Real Pure DNA extraction kit
(Durviz) to prevent DNA degradation. In order
to investigate the effect caused by time delay
until processing, PBS was stored at 4 °C and
after 48 h, a further aliquot of 500 pL from the
suspension of the PBS was inoculated into
lysis buffer and both samples were processed
by the Realpure Kit, following manufacturer’s

instructions.

In the second experiment, samples collected
by Al pipette or plastic brush were subjected to
the Chelex 100
chelating resin (Bio-Rad), which is reported to

DNA extraction using

remove potential inhibitory

(Walsh etal., 1991). Here, after 48 h of storage

compounds
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at 4 °C, another aliquot of 500 pL of the
suspension from PBS mixture was added to a
solution containing 5% Chelex 100 (w/v) in
ultrapure sterile water, 2 pL of 20 mg/mL
proteinase K (Sigma) and 12 pL of 1 M DTT
(Sigma), and mixed gently. The mixture was
incubated at 56 °C for 45 min, boiled for 8
min, vigorously vortexed for 10 s and
subsequently centrifuged for 5 min at 12,000 g
(Walsh et al., 1991).

In the third experiment, correlation between
culture and PCR methods was determined. In
this case, 500 pL of each culture medium
(InPouch TF or TFTM— MDM) were taken on
day 2 after sample collection. Samples were
centrifuged at 850 g for 10 min, supernatant
removed and DNA extracted from the
sediments using the Realpure Kit as described

above.

2.5 DNA extraction for C. fetus venerealis

detection

Nucleic acid extraction from the suspension
of the PBS mixture and Lander’s medium was
carried out at the reference laboratory. The
BioSprint 96 robotic system (Qiagen) with the
BioSprint DNA Blood kit (Qiagen) were used

according to the manufacturer’s instructions.

2.6 PCR

For T. foetus amplification, PCR was

undertaken as described by Felleisen et al.
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(1998). Amplified products were sequenced
using the Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) and a
3730 DNA analyzer (Applied Biosystems).
Sequences were analysed using the BioEdit
Sequence Alignment Editor v.7.0.1 (lbis
Therapeutics). Amplification of C. fetus
venerealis DNA was carried out by a
conventional multiplex PCR (Hum et al.,
1997) and a real-time PCR (McMillen et al.,

2006) at the reference laboratory.

2.7 Herd and bull data collection

A questionnaire was filled out by breeders.
Parameters evaluated included: farm location,
type of management, herd size, number of
bulls per herd, bull-to cow ratio, bull age, the
use of Al, natural mating, purchase of sexually
active animals (bulls or cows), quality of the
fences, rotation of bulls between herds, sharing
livestock, sharing pastures, increase of repeat
increase of

breeder cows, presence and

abortion cases, performing reproductive
controls, nutritional management during
mating season and vaccination against

reproductive diseases.

2.8 Statistical analyses

Data were analysed using the Chi-square or
Fisher’s exact test. Risk factors were analysed
by estimating the odds ratio (OR). Cohen’s
kappa (x) index was calculated to determine

the agreement between the different diagnostic
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methods. Statistical analysis was undertaken
using SPSS version 14.0.

3. Results

3.1 Prevalence and risk factor analysis

A total of 103 bulls and 65 herds from AM
breed were sampled, corresponding to 16.7%
(103/616) and 12.8% (65/505) of the bull and
herd population, respectively. T. foetus
infection was detected in 29 bulls by both
culture and PCR, and in four bulls by PCR
only. T. foetus identity was confirmed by
sequencing of all amplified products.
Individual bull prevalence of trichomonosis
was 32% (33/103, 95% CI: 23.8-42.6%) and
the herd prevalence 41.5% (27/65, 95% CI:
30.3-53.7%). C. fetus venerealis was not
detected by either culture or PCR.

A total of 62/65 questionnaires were
returned and analysed. No risk factors were
associated with T. foetus infection with the
exception of bull age (Table 1). AM bulls older
than 3 years were more likely to be infected
than young bulls (OR = 3.45, 95% CI = 1.068-
11.19). Repeat breeder cows were more
commonly reported in T. foetus infected herds

(OR =5.2,95% CI = 1.5-17.18).
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3.2 Diagnostic methodology

Results from the different sampling
methods, culture media and DNA extraction
methods are summarized in Table 2. Samples
collected by plastic brush or Al pipette were
not available in one and two bulls,
respectively, because the animals got loose

during sampling.

A total of 203 preputial smegma specimens
were collected. Analysis of the culture results
obtained from samples collected by pipette or
by scraper revealed no differences (P >0.05),
showing a very good agreement (k>0.88). A
higher percentage of bulls yielded protozoa
suggestive of T. foetus using the InPouch TF
test (28.2%) than MDM medium (25.2%) but
the agreement between the TFM-MDM and
the InPouch TF test was very good (k>0.89).
Most positive cultures were detected on day 2
post sample collection in both media (InPouch
78.5% and MDM 73%). Bacterial and fungal
contamination was more often observed in
samples incubated in the MDM medium
(57.4%) than in the In- Pouch TF test (12.7%)
(P <0.05). From day 4 after sample collection,
MDM  medium

excessive

these samples showed

bacterial or fungal growth

contaminations.
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Table 1. Association of T. foetus status with epidemiological data and putative herd risk in 62 beef
herds in Northern Spain. Risk factors associated with T. foetus infection are in bold.

. T. foetus status OR 95% ClI
Variable Category _ P-value
N  Infected(%) Non-infected (%) OR  Lower Upper
Type of management Extensive 10 7 (70 3(30
P g . . 7o) (0) 0.150 0.35 0.082 151
Semiextensive 51 23 (45) 28 (55)
Rotation of bulls between herds Yes 57 29 (51) 28 (49)
0.31 31 0.305 31.680
No 4 1(25) 3(75)
Purchase of sexually active bulls Yes 34 16 (47) 18 (53)
0.818 0.89 0.327 2.419
No 28 14 (50) 14 (50)
Purchase of sexually active cows Yes 5 3 (60) 2 (40)
0588 1.67 0.259 10.741
No 57 27 (47) 30 (53)
Shared livestock Yes 60 29 (47) 31 (53)
0.738 093 0.56 15.658
No 2 1 (50) 1 (50)
Use of Al Yes 10 5(50) 5 (50)
0.91 1.08 0279 4.18
No 52 25(48) 27 (52)
Presence of abortion cases Yes 6 4 (66) 2 (34)
0.346 230 0.390 13.64
No 56 26 (46) 30 (54)
Increase of abortion Yes 1 1 (100) 0(0)
0.305 048 0.372 0.628
No 60 29 (48) 31(52)
Increase of repeat breeder cows Yes 20 15(75) 5 (25)
0.007  5.20 15 17.18
No 41  15(36) 26 (64)
Vaccines against reproductive disease  Yes 19 12 (63) 7(27)
0.170 238 0.783 7.237
No 43 18(42) 25 (58)
Perform reproductive controls Yes 1 0(0) 1 (100)
0.298 047 0365 0.619
No 61 29 (48) 32 (52)
Nutritional supplements Yes 31 14 (45) 17 (55)
0.705 0.82 0.301 2.253
No 30 15(50) 15 (50)
Quality of the fences Good 23 11 (48) 12 (52)
1.0 096 0344  2.707
Regular/bad 39 19 (49) 20 (51)
Bull age < 3years 25 4(16) 21 (84)
0.04 345 1.068 11.19
> 3 years 68 27 (40) 41 (60)
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Table 2. Effect of diagnostic methodology on isolation rate of T. foetus

Method

Sampling technique?

Al pipete® (%)

Total bulls® (%)
Plastic brush® (%)

In vitro culture

In Pouch TF
TFM/DMD
PCR

Smegma samples/lysis buffer®
Smegma samples /48 h°
Smegma samples /Chelex 100°

In Pouch TF'
DMDf

26/101 (25.7)
22/101 (21.8)

28/101 (27.7)

27/101 (26.7)

13/97 (13.4)
28/100 (28.0)
23/101 (22.8)

28/102 (27.4)
24/102 (23.5)

28/102 (27.4)
27/102 (26.5)
11/100 (11.0)
27/101 (26.7)
22/101 (21.8)

29/103 (28.2)
26/103 (25.2)

32/103 (31.1)
30/103 (29.1)
16/101 (15.8)
30/102 (29.4)
26/103 (26.2)

@ Samples collected by Al pipette or plastic brush were not available in two and one bull, respectively,

because the animals got loose during sampling.
®No. of positive bulls /no. of bulls.

¢ After sample collection, smegma samples diluted in PBS were inoculated into the lysis buffer and DNA
was extracted by the commercial Real Pure DNA extraction kit.

4 Smegma samples diluted in PBS were stored at 4 °C and after 48 h DNA was extracted by Chelex 100.
"DNA was extracted from InPouch TF or DMD medium samples on day 2 post sample collection by the

commercial Real Pure DNA extraction Kit.

Analysis of the PCR results obtained
from samples collected by pipette or by
different DNA
extraction protocols showed very good
(x>0.87). The highest

percentage of positive bulls (31.1%) was

scraper using the

agreement

detected by PCR on smegma samples
diluted in the lysis buffer. No significant
effect of adding a preservative solution
to prevent DNA degradation was
0.05).

significantly less T. foetus was detected

observed (P > However,
from DNA samples extracted with the
Chelex 100 (P < 0.01) and only a
moderate degree of agreement was
obtained (k>0.48).
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Analysis of the results obtained by
testing an aliquot of each culture
PCR,
differences from results observed by

medium by revealed no
microscopic examination on day 2 after
sample collection (P >0.05), and these
results showed very good agreement
(x>0.8). All culture positive samples
identified using the InPouch TF test
were confirmed by PCR. However, three
culture negative samples using the
InPouch TF test were found to be
positive by PCR. In contrast, when the
TFM-MDM method was used seven
culture positive samples were negative
by PCR, and seven culture negative

samples were positive by PCR.
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4. Discussion

The results obtained in this study
showed a high prevalence of T. foetus
infection in the sampled population.
Comparable prevalence rates have been
recorded in areas with extensive cattle
management and natural breeding, such
as 30.4% in Florida (USA), 18.4% in
Costa Rica and 28% in Argentina (Perez
et al., 1992, 2006; Rae et al., 2004).
of BT has been

achieved in many areas of Europe but the

Effective control

disease is reported sporadically. The
World Organisation for Animal Health
reports the presence of BT in France,
Germany, Italy and Spain from 2005 to
2010.

In Spain in 1998, the percentage of T.
foetus infected bulls living in similar
both

location (the mountainous region of

conditions, by geographical

Leon province, North-western Spain)
(beef

extensively in

and by management cattle

managed mountain
communal pastures), was 2.9% (2/70)
(Martin-Gomez et al., 1998), which is
much lower than the results reported
here. Our findings could indicate a
re-emergence of BT in extensive beef
production systems in the mountain
areas of Southern Europe and, in view of

the results, more studies should be
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undertaken to investigate the incidence
of T. foetus in other areas where natural
breeding of beef cattle is common.

Our data suggest that T. foetus
infection could be an important factor
limiting animal productivity. Rae (1989)
estimated that herds with 20-40% of T.
foetus infected bulls may experience a
reduction of 14-40% in annual calf crop.
Our identified a

percentage of repeat cow breeders in

survey higher

infected herds, consistent with the
findings of Stewart et al. (1998). More
studies are required to better estimate the
current impact of BT in affected AM
herds.

Bull age was the only risk factor
associated with T. foetus infection. The
effect of age was also observed in
previous studies (BonDurant et al., 1990;
Rae et al., 2004). No other risk factors
were identified in our work, perhaps
because our study population was too
homogeneous. Villarroel et al. (2004)
reported that in the USA, shared grazing
was the most significant risk factor for a
decrease  in  calving  incidence
attributable to T. foetus, followed in
importance by lack of bull testing before
breeding and a higher proportion of
older bulls. These factors are commonly

found in traditionally management in
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AM herds.

implementation of appropriate measures

Development  and
to control BT need to be put in place on

such herds.

To control BT effectively, highly
sensitive and specific tests are required.
Schonmann et al. (1994) and Irons et al.
(2002) that
preputial smegma with a specialized

reported collection of
scraping tool reduced contaminant levels
and improved isolation rates compared
to samples collected by just aspiration
and washing. In the present study
collecting by scraping with a plastic
brush or scraping- aspiration with an Al
pipette connected to a syringe had no
impact on results as previously reported
(Parker et 1999).

collection by Al pipette resulted in some

al., However,
samples containing blood or inadequate
mucoid material, which meant that

further samples needed to be collected.

Although agreement between the
TFM-MDM and the InPouch TF test
was very good, the use of the InPouch
TF test resulted in increased isolation of
T. foetus and reduced bacterial or fungal
contamination, consistent with previous
reports (Felleisen et al., 1997; Parker et
2003a) the

usefulness of the test for BT under field

al., and confirming

conditions.
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In order to improve diagnosis of BT
by PCR, different protocols for DNA
extraction were tested on field samples.
We tested a commercial lysis buffer for
sample collection which, according to
the DNA

successfully for several months at room

manufacturer, preserves
temperature. The time point chosen for
examining the effect of the solution was
48 h, but no significant advantageous
effect was found. A decrease over time
in sensitivity of PCR testing has been
described for stored samples (from 90%
at 6 h to 31% at 5 days) (Mukhufhi et al.,
2003). Possibly, analysis of longer
storage time points would have been
useful.  Nevertheless, the highest
percentage of positive samples was
detected in smegma samples diluted in
the lysis buffer, showing the advantage
of this buffer.

Preputial scrapings could contain
inhibitory compounds which can reduce
PCR sensitivity (Ho et al., 1994). The
Chelex 100 chelating resin is reported to
remove potential inhibitory compounds
from blood, urine or semen samples
(Walsh et al.,, 1991), so is a good
candidate to use in preputial smegma
Chen and Li (2001)

successfully extracted DNA from a

samples.

smegma sample put into the resin with

0.05% agar and spiked with T. foetus in a
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previous study. However, in our
had

significantly lower isolation rates than

investigation chelated samples
unchelated ones. The high temperatures
and alkaline environment of the Chelex
100 extraction procedure could have
degraded the DNA (Hoff-Olsen et al.,
1999). Our results show that the Chelex
100 was not appropriate for T. foetus

DNA extraction from field samples.

PCR could detect low numbers of
dead parasites when direct microscopy
fails. Here, four infected animals were
detected when PCR was applied directly
on smegma samples diluted in the lysis
buffer or PBS. Discrepancies between
culture and PCR could be due to poor
growth of T. foetus in the culture media,
probably due to low parasite viability or
the presence of contaminants. In
addition, it is likely that T. foetus will not
always be pipetted into each reaction
tube, thus yielding a negative result. Our
results show that PCR applied directly to
smegma samples diluted in PBS or a
buffer the

probability of detecting the parasite.

lysis would increase

However, in order to avoid false
positives or false negatives, the use of
both techniques (culture and PCR) in
combination is recommended for routine

diagnosis.
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In the present survey, C. fetus veneralis
infection was not detected. The isolation
of Campylobacter species is difficult
because of their limited viability outside
the host, due to the temperature,

nutritional and atmospheric
requirements of the organisms (Smibert,
1978). Our

reliable, since recommended diagnostic

results are considered

methodology and molecular diagnostic
techniques were used, and we have

detected C. fetus venerealis in herds with

reproductive  problems from other
Spanish areas, using the same
methodology described here

(Ortega—Mora and Garcia— Pefia, 2008).
C. fetus venerealis is commonly found in
geographical areas with relatively high
ambient temperatures (Harwood et al.,
2009), in contrast to the conditions of
our sample area here in the mountainous

regions of Northern Spain.

5. Conclusions

In view of the expansion of extensive
beef husbandry in Europe and the
concomitant increase in the use of
natural mating and shared grazing, the
results reported here could indicate a
re-emergence of BT and highlight the
importance of implementing testing

programmes to evaluate the real
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importance of this disease in European

countries.
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Abstract

Bovine trichomonosis (BT) is a sexually transmitted disease of cattle caused by
infection with Tritrichomonas foetus. In a recent study, T. foetus infection was detected in
41.5% of herds of an endangered beef breed, the Asturiana de la Montafia (AM), which is
farmed under extensive, mountain pastoral systems in northern Spain. The objective of
this study was to determine the prevalence of this pathogen in the more
production-centred Asturiana de los Valles (AV) beef breed farmed in the same region,
and to identify potential associated management risk factors. Infection was detected in a
significantly smaller number (5.2%) of AV herds, despite the fact that both populations
share the same ecological niche. Communal grazing was not identified as significant risk
factor and study results suggest the prevalence of BT is likely to vary considerably

depending on how the cattle are managed.

Keywords: Bovine, Tritrichomonas foetus, Extensive farming systems, Spain, Prevalence
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Bovine trichomonosis (BT) is a
sexually transmitted disease of cattle
caused by infection with Tritrichomonas
foetus, and resulting in reproductive
failure and economic loss (Rae et al.,
2004; BonDurant, 2005). The disease
commonly occurs where beef cattle are
managed under extensive conditions and
where natural, rather than artificial,
insemination is practiced (BonDurant,
2005). In Spain, the population of beef
cattle managed in extensive outdoor
grazing  systems  has  increased
significantly in the last number of years
in response to the reform of the Common
Policy (CAP).

more

Agricultural In such

systems, ‘traditional” farming
methods such as natural breeding, the
sharing of bulls, and communal grazing
are commonly practiced, all recognised
risk factors for BT. Furthermore, there is
free movement of animals of unknown
health,

status. Taken together, there is concern

health, particularly venereal

that BT could re-emerge as a significant
threat to animal health and welfare.

In a recent study, T. foetus infection
was detected in 41.5% of herds of an
endangered beef breed, the Asturiana de
la Montafia (AM), which is farmed under
extensive, traditional mountain pastoral
northern

systems in Spain
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(Mendoza-lbarra et al., 2012). Greater
numbers of the more production-centred
Asturiana de los Valles (AV) beef breed
(Sierra et al., 2010), is also farmed in
northern Spain in systems similar to that
of the AM breed, as well as in
lower-lying coastal pastures, where
communal grazing is not practiced. The
objective of this study was to estimate
the prevalence of BT in the AV breed,
and to determine the management risk

factors for the disease.

The study area was in Principado de
Asturias in North-western Spain, and the
subjects were AV bulls of breeding age
(> 18 months) which had had at least 2
weeks of sexual rest. The number of
bulls/herds to be sampled was based on
the AV bull population (8504 bulls
distributed in 3232 herds), an estimated
prevalence of 30% with 5% accuracy
and 95% confidence, as determined by

Win-episcope (version 2.0).

Bulls were randomly selected from
farms registered with the AV breed
association (ASEAVA). A total of 327
bulls and 229 herds of the AV breed
were sampled. Smegma samples were
taken before the mating season by
scraping the preputial cavity with a

plastic brush and were examined for T.
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foetus as  previously  described
(Mendoza-Ibarra et al., 2012), including
culture using ‘In Pouch TF media
(Sager et al., 2007), and by PCR
(Felleisen et al., 1998).

All animal handling and sample
collection procedures were approved by
the Animal Research Committee of the
Complutense University, Madrid (Spain)
following the regulations of the Animal
Research Committee and EU legislation

(Council Directive 86/609/EEC).

A bull was considered infected when
both test results were positive. A
culture-positive, PCR-negative result
was considered to be due to non-T.
foetus trichomonads. If T. foetus
organisms were detected only by PCR,
the animal was re-tested. A standardised
questionnaire (Mendoza-lbarra et al.,
2012), was completed by herd owners in
an attempt to identify risk factors related
to BT. The data were analysed using the
Chi-square or Fisher exact tests, and risk
factors were determined by estimating
the odds-ratio (OR). A multivariate
regression analysis was only applied if >
2 factors had a P-value <0.1 in the
bivariate analysis. Analyses were
performed using the statistics package

SPSS version 15.0.
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Infection was detected in 4.0%
(13/327, 2.3-6.7%, 95% CI) of bulls and
in 5.2% (12/229, 2.9-9.0%, 95% CI) of
herds using both culture and PCR. A
total of 207 questionnaires were returned
providing data for 247 of the bulls.
Although no risk factors were identified
(Table 1), bulls >3 years old were more
likely to be infected than younger
animals (P <0.001; OR, 27.29; CI, 1.58-
471.4), that
previously reported (Rae et al., 2004,
BonDurant, 2005; Mendoza-lbarra et al.,

a finding similar to

2012). Epidemiological investigation of
potential risk factors found that the
prevalence of infection in AV herds on
shared grazing was 6.8% (9/132;
3.4-12.6%; 95% CI), and was 4.2% in
bulls (9/213; 2.1-8.0%; 95% CI). This
contrasted with herd and animal (bull)
prevalences of 4.1% (3/73; 0.9-11.9%;
95% CI) and 3.5% (4/115; 1.1-8.9%;
95% CI), respectively, where herds were
Although

communal grazing has been identified as

pastured separately.
significant risk factor for BT (Gay et al.,
1996), this factor was not identified as
significant in the current study.
Furthermore, when the questionnaire
data were stratified by management
type, no other risk factors were identified

(data not shown).
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Table 1. Distribution of the Tritrichomonas foetus infection status according to epidemiological and risk analysis in Asturiana
de los Valles (AV) beef herds in northern Spain.

T. foetus status P value OR (95% ClI)
Variable Category
N2 Infected (%) Non-infected (%) OR Lower Upper

Communal pastures Yes 132 9 (6.8) 123 (93.2) 0.54 1.70 0.44 6.51
No 73 3(4.1) 70 (95.9)

Rotation of bulls between herds Yes 133 8 (6.0) 125(94.0) 0.75 1.45 0.37 5.65
No 71 3(4.2) 68 (95.8)

Purchase of sexually active bulls Yes 105 6 (5.7) 100 (95.3) 1 111 0.33 3.75
No 101 5 (5.0) 96 (95)

Purchase of sexually active cows Yes 52 5(9.6) 47 (90.4) 0.15 261 0.74 8.71
No 153 6(3.9) 147 (96.1)

Shared livestock Yes 118 8 (6.8) 110 (93.2) 0.36 1.98 0.51 7.72
No 85 3(3.5) 82 (96.5)

Use of Al Yes 91 4(4.4) 87 (95.6) 0.76 0.70 0.20 248
No 114 7(6.1) 107 (93.9)

Presence of abortion cases Yes 36 3(8.3) 33 (91.7) 0.41 1.83 0.46 7.26
No 169 8(4.7) 161 (95.3)

Increase of abortion® Yes 9 2(22.2) 7(77.8) 0.07 591 1.07 32.59
No 195 9 (4.6) 186 (95.4)

Increase of “repeat breeder” cows Yes 26 3(11.5) 23 (88.5) 0.15 2.73 0.67 11.07
No 176 8 (4.5) 168 (95.5)

Vaccines against reproductive disease Yes 96 8 (8.3) 88 (91.7) 0.12 3.09 0.79 12.01

practice No 105 3(2.9) 102 (97.1)

Reproductive health programme in Yes 75 4 (5.3) 71 (94.7) 1 0.97 0.27 3.44

operation in herd No 128 7 (5.5) 121 (94.5)

Nutritional supplements given to cattle Yes 137 6 (4.4) 131 (95.6) 0.50 0.64 0.17 2.36
No 60 4(6.7) 56 (93.3)

Quality of fencing between Good 73 3(4.1) 70 (95.9) 0.75 0.66 0.17 2.59

neighbouring herds Regular/bad 132 8 (6.1) 124 (93.9)

2 A total of 207 questionnaires were returned providing data for 247 of the bulls.
® Multivariate analysis was not performed as only one variable (increased numbers of abortions) with P < 0.1.
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The prevalence of BT identified in the
present study is similar to that reported
previously: 6% in Florida (Rae et al.,
2004) and 3.7% in Texas (Szonyi et al.,
2012), respectively. Nevertheless, the
prevalence of infection in the AV breed
was significantly lower (P < 0.0001)
than that found in AM cattle (32% and
41.5% in bulls and herds, respectively)
(Mendoza-lbarra et al., 2012). While it
has been suggested that some breeds of
Bos taurus may be more resistant to BT
than others (Rae et al.,, 2004), no
substantive evidence to support this has
been reported (BonDurant et al., 1990).
Inherited differences in susceptibility to
infection between the AM and AV
breeds are unlikely given the common
genetic origin of these breeds. The AM
breed is typically farmed in traditional
mountain pastoral systems whereas AV
cattle are used more in specialised,
commercial beef production (Sierra et
al., 2010). The lower prevalence of BT
in the AV breed could be
associated with these differences in

found

farming management (Table 2).

Over the last three decades, selection
programs and Al have been used in the
AV breed to increase the number of
animals with muscular hypertrophy

(Gutierrez et al., 1997). Although Al is
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recognised method of controlling BT
2005),

differences in the prevalence of infection

(BonDurant, significant
were not identified in the current study
between herds using Al and not using
Al, probably due to the fact that the
disease prevalence was very low in the
AV cattle we surveyed. However, we
found that Al was used more commonly
in AV compared to AM herds (P <
0.0001) (Table 2).

previous study indicates that a reduction

Furthermore, a

in the incidence of T. foetus infection can
also be achieved by exclusively using
young bulls for mating (Christensen et
al.,, 1977). In the present study, the
percentage of bulls <3 years old was
higher in AV than in AM herds (P <
0.0001) (Table 2). Consequently, the use
of Al and the greater proportion of
young bulls could have contributed to
the lower infection prevalence in the AV
compared to the AM cattle. Other
differences in management may have
had an impact on infection prevalence.
The requirement for breeders of AM
cattle to use AM sires in order to
maintain  the breed’s  phenotypic
characteristics has promoted the use of
communal, potentially infected bulls, a
practice not as widespread in AV herds
(P < 0.0001) (Table 2). Typically, AV

herds are larger than AM herds (P < 0.05
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[Student’s t test], data not shown) and method of data collection in our study
AV cattle on public grazing share did not allow us to carry out similar
pasture with a smaller number of herds analysis. A further potentially significant
than AM cattle (K. Osoro, personal factor is that bulls of the AV breed are
communication). Gay et al. (1996) usually restricted to individual farms
reported that the risk that a herd being during the grazing period in contrast to
infected with T. foetus increased as the AM bulls which have a wider range of
inter-mixing of herds increased. The movement between herds.

Table 2. Details of differences in the management of the Asturiana de los Valles (AV)
and Asturiana de la Montafia (AM) cattle breeds in northern Spain.

OR (95% CI)

Management practice AV breed AM breed P value OR Lower Upper
Use of Al 44.4% (91/114)  16.1% (10/62) P<0.0001 4.1  1.99 8.62
Use of bulls < 3yearsold ~ 54.29%(134/247)  26.9% (25/93) P<0.0001 3.14  1.86 5.29
Use of communal bulls 51% (121/237)  78.3% (76/97) P<0.0001 3.4 2.01 5.99

The findings of this study indicate Mendoza-lbarra from Pamplona
that the prevalence of BT in AV cattle in University (Colombia) was supported by
northern Spain is significantly lower the Programme Alban, the European
than that previously reported for the AM Union Programme of Higher Level
breed, despite the fact that both breeds Scholarships  for  Latin  America
essentially share the same ecological (Scholarship No. E07D400491CQO). We
niche. The results confirm the presence also express our gratitude to the
of BT in extensively farmed beef cattle ASEAMO-ASEAVA (L. Echevarria, A.
in this region but suggest the prevalence Rodriguez, G. Noval, P. Cueto, J.
is likely to vary considerably depending Martinez and C. Martinez), and SERIDA
on how the animals are managed. (J.M. Mendez, L. Anton, R. Piquero and

A. Alvarez) organisations, as well as to
Acknowledgements ..
9 all of the veterinarians and farmers who

contributed to this study.
This work was funded by the INIA

(RTA2009-00136-C02-02) project. J.A.
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Abstract

Bovine Trichomonosis (BT) is a sexually transmitted disease considered an important
cause of early reproductive failure in cattle under extensive management conditions. In
Spain, there are evidences of a re-emergence of BT in extensive husbandry. Recently,
Tritrichomonas foetus was detected in 41.5% of herds from one representative beef cattle
breed (Asturiana de la Montaiia, AM), reared in traditional mountain systems in Spain
(Mendoza-lbarra et al., 2012). The objective of the present study was to evaluate the
effect of BT on the reproductive performance and the economic consequences in AM
herds. The benefits of a control program based on testing and culling of infected bulls
were also studied comparing T. foetus prevalence and reproductive data before and after
implementation of the control measures. In infected herds, T. foetus infection caused
prolonged calving intervals (79 days longer; P<0.0001) and a higher percentage of
cows-not-in calf than in non-infected herds (36% vs 19%; P<0.001). Data for economic
analysis showed that BT could reduce income by 68.8% in AM herds. After
implementing the control program, cows had shorter calving intervals and an increase in
pregnancy percentage of 17.67% was recorded, being similar to the records observed for
non infected herds (P>0.05). Nevertheless, following the control program, the T. foetus
infection rate showed a significant decline (P<0.05) but no significant differences were
observed between the first and second year post-culling and the herd incidence was
22.72% (10/44). The testing and culling policy was an effective measure to improve
reproductive efficiency and to reduce economical losses, but it will not be effective
enough to control this endemic disease in extensively managed beef when common

pastures are used.

Keywords: Bovine trichomonosis, Control, Reproductive performance, Economic losses,

Prevalence.
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1. Introduction

Bovine Trichomonosis (BT) is a
sexually transmitted disease (STD)
caused by the protozoan parasite
Tritrichomonas foetus, considered an
important cause of early reproductive
failure in cattle. BT is widespread
around the world, especially in Asia,
Australia, America and South Africa,
where natural service by bulls is used as
a major means of breeding (Yao, 2013).
The parasite is found in the superficial
layers of the preputial mucosa in bulls,
and colonizes the vagina, cervix, uterus
and oviducts of cows. Bulls will remain
persistently infected and spread infection
from cow to cow during natural service.
In cows, T. foetus persists in the genital
secretions from 13 to 28 weeks and
causes the loss of the conceptus at some
time early in gestation (Clark et al.,

1971; 1974; Parsonson et al., 1974;

BonDurant, 1997;  Skirrow and
BonDurant, 1990). BT is a
well-documented cause of early

reproductive failure in cattle, increasing
calving intervals, resulting in reduced
fertility rates, higher culling rates and
consequent economic losses (Clark et
al., 1983; Rae, 1989; BonDurant, 2007).
Management procedures for BT control

are not easy to implement under the
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extensive management systems (Ball et
1987, 2005). The

practiced systematic approach of BT

al., BonDurant,
control relies upon identification of
infected bulls followed by removal of
them from the herd (Rae and Crews,
2006). In this context, combined culture
and PCR techniques is advised in order
to improve the sensitivity and specificity
of diagnostic testing (Felleisen et al.,
1997; Campero et al., 2003, Sager et al.,
2007).

In Spain, there are evidences of a
re-emergence of BT in extensive
husbandry as a consequence to the
expansion of beef cattle based outdoor
grazing on systems, promoted by the
Policy (CAP)

reform. In a recent study, T. foetus

Common Agricultural

infection was detected in 32% bulls and
41.5% of herds from Asturiana de la
Montafia (AM), a traditional beef cattle
breed reared under traditional mountain
pastoral systems (Mendoza-lbarra et al.,
2012). Hardy local breeds are often used
in mountain systems because they are
able to withstand the sometimes
inhospitable conditions. However, the
profitability of the traditional and local
breeds is lower due to less intensive
system. Consequently, in light of the
high and

BT prevalence found
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considering the absence of effective

control, T. foetus infection could
constitute an important limiting factor to
improve animal productivity and
sustainability in the AM breed. In Spain,
the current strategy for the control of BT
is voluntary, and relies on individual
producers to decide if BT is a significant
problem in their own herds and if control
measures are needed. If producers are to
make sound decisions regarding BT
management and control programs, real
information on the impact of infection
and the benefits of the control are

necessary.

Field investigations to evaluate the
current impact of BT are logistically
difficult to conduct and most published
information derives from studies under
controlled conditions (Clark et al.,
1983),
(Rae, 1989), or studies based on data

computer simulation studies
production from large-scale cow-calf
enterprises (Christensen et al., 1977),
where management procedures could
differ from local breeds managed using
traditional systems. Our objective was to
evaluate the effect of BT on reproductive
performance and the  economic
consequences in AM infected herds, and
to determine the benefits of a control
program based on testing and culling

infected bulls.

90

2. Materials and methods

2.1 Mountain pastoral system in AM

herds

Mountain  pastoral systems are
characterized by the management of
cattle in fixed periods, marked by the
start and end of summer, grazing in
The

present study was carried out on the

communal mountain pastures.
native AM Dbreed, managed under
sustainable mountain pastoral conditions
and adapted to less favored mountain
areas around Picos de Europa National
Park, in the eastern part of “Principado
de Asturias” (Northern Spain). Nutrition
is primarily dependent on natural
pastures, either consumed by grazing
during the spring, summer and autumn,
or in the form of hay and silage in the
winter months. The system relies on the
complementarity of forage production
from grassland located in the valley
property)

grazing

bottoms  (private and

communal mountain lands
(slopes and highlands). The harvest
cycle begins in May when cattle move to
the highlands, where they remain until
October. Then, cattle start to descend to
winter slopes and meadows on the
valley. Throughout the autumn, cattle
remain all day on slopes and meadows

and, as winter progresses they go down
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to the valley meadows. In February the
animals are in the meadows (mostly) or
housed (some farms). In late March,
cattle start to use the slopes and in May
the cycle restarts when they move again
to the mountain lands. The mating,
mainly through natural mating, occurs in
spring-summer (maximum period of
sexual activity), in the meadows close to
the holding or in communal pastures in
the Births

between late winter and early spring

mountains. accumulate
(February-May). No calving difficulties
exist because of the size of the AM calf
and the good maternity of dams. Calves
come with mothers to mountain pastures
and are weaned in the fall at around 5-7
months-old to be sold in the numerous
held at that

(http://www.aseamo.com/raza.aspx.).

fairs time

2.2 Study design

In a first study, the reproductive
impact and economic consequences of
BT were evaluated in AM herds.

According to a previous study
(Mendoza-Ibarra et al., 2012). AM herds
were divided into T. foetus infected and
non-infected herds and reproductive data
(calving intervals and number of cows in
calf) were collected. Herds belonging to
both groups were selected on the basis of

existing records in the database under

91

the custody of the Spanish official
la Montafia” breeder
organization (ASEAMO),

reliable data for 32 infected and 32

“Asturiana de
providing
non-infected herds. Economic losses
associated with the presence of the
disease  were  calculated  using
reproductive data from these herds, as

described below.

In a second study, a control program
based on detection and culling of
infected bulls was conducted on AM
herds, during two consecutive mating
seasons. The effect of the program was
determined by comparing T. foetus
prevalence and reproductive data before
and after implementation of the control
measures. T. foetus prevalence before
culling was based on published data
(Mendoza-lbarraetal., 2012). In order to
study the prevalence of T. foetus after the
control program, the number of herds to
be sampled was based on the AM herd
population (505 herds) and an estimated
herd prevalence of 40%
(Mendoza-1barra et al., 2012) with 10%
accuracy and 95% confidence. The
sample size required was 79 herds as
determined by Win-episcope (version
2.0). We attempted to collect a sample
from every bull on the premises. The
study area was located in Principado de

Asturias (Northwestern Spain) and the
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targets were AM bulls of breeding age
(>18 months) with at least two weeks of
sexual rest. Smegma samples were taken
in winter before the mating season
during two consecutive years. Herds
were randomly selected from farms
registered in the database under the
custody of ASEAMO, who contacted
with their

the farms, asking for

participation in this survey. All animal

handling and sample collection
procedures  were  performed in
accordance  with  the  guidelines

established by the European Union.
Furthermore, the incidence of T. foetus
infection ~ was  determined  and
non-infected AM farms were monitored
prospectively, being re-sampled at least
twice during the study. In addition to
determine the benefits of the control
program, reproductive data (calving
intervals and number of cows in calf)
from a group of 14 infected herds and 11
non-infected herds were collected before

and after the start of the control program.

2.3 Sample collection

Smegma samples were collected by a
brush
(Laboratorio Azul Diagnostico, S.A.)

plastic  cylinder scraper
which was inserted into the prepuce and
scraped back and forth 15 times. The

material was then transferred to a tube
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containing Phosphate Buffered Saline
(PBS, pH 7.0) and 500 pL from the
suspension of the PBS mixture were
inoculated into the upper chamber of the
(Biomed
Diagnostics) (Mendoza-lbarra, et al.,
2012). The PBS mixture and In Pouch

samples were transported at 4 °C and 37

In Pouch TF medium

°C in a portable incubator, respectively,
and arrived at the laboratory within 6 h
post-collection.

2.4 Culture method

In Pouch samples were maintained
for 48 h at 37 °C and then processed as
described previously (Parker et al., 2003;
Sager et al., 2007). All samples were
incubated at 37 °C for 7 days in dark
conditions and microscopically
examined (200 x screening; 400 x
confirmation) on days 2, 4, 6 and 7 after
collection.  Parasites

their

sample
identified by

were
characteristic

morphologic features and motility.

2.5 DNA extraction and PCR

The PBS and 500 pL of the InPouch
TF samples taken on day 2 after sample
collection were centrifuged for 10 min at
850 x g for 10 min (Mendoza-lbarra et
al., 2012). Supernatants were removed
and DNA was extracted from the
sediments the kit

using Realpure
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(Durviz) manufacturer’s

instructions. For T. foetus amplification,

following

PCR was performed as described
(Felleisen et al., 1998). To identify
false-positive results, negative control
samples (without template) were added
to each set of DNA extractions. To avoid
false positive reactions, DNA extraction,
PCR

electrophoresis

sample preparation and

were performed in
separate rooms using different sets of
instruments and aerosol barrier tips, and

disposable gloves.

2.6 Data Collection

All breeders were requested to fill out
a standardized questionnaire
(Mendoza-Ibarra et al., 2012) in order to
investigate risk factors related to BT.
Reproductive records were collected
from the ASEAMO database, including
dates cows-in-calf

calving and

percentages. Calving intervals were
computed as the number of days
between two consecutive calving dates.
Cows-in-calf percentages were
calculated as number of cows-in-calf
divided by number of cows present in the
herd from January until the end
December. The incidence was calculated
as new cases in the study period divided

by herds at risk.
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2.7 Economic analysis

Data for economic analysis were
ASEMO

(http://www.aseamo.com/raza.aspx) and

taken from

local sales yard records

(http://www.sadei.es). Four types of

economic losses were evaluated:

1. Calf losses, which was calculated
based on number of calves born per
year x market value of the calves
(mean of *€325 per calf). In addition,

CAP price subsidies per AM
registered calf born (€190 /female and
€120/male) were considered,

assuming an equal distribution of
male and female calves born.

2. Elongation of the calving intervals.
The cost of maintaining non-pregnant
cows in the herd was determined
using the data calculated in other beef
breeds managed under traditional

(€1.6/day/cow)

(Garcia-Martinez, 2008).

3. Trichomonad

mountain  system

testing:  €100/bull,
including personnel costs.

4. The cost of culling infected bulls,
which was determined considered a
mean bull carcass weight of 300 kg,
cull price data from the local sales
yard (€2.7/kg), transport cost to

(€50) bull

replacement costs (€1500 /bull).

slaughterhouse and

! €1 = approximately £0.86 or $1.34 as at
February 2013
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2.8 Statistical analysis

Information from questionnaires was
arranged in categorized tables. Data
analysis was assessed by the Chi-square
test or the Fisher exact test. Risk factors
were determined  estimating the
odds-ratio (OR). A

regression analysis was only applied if

multivariate

factors had a P-value <0.1 in the
bivariate analysis. Analyses were
performed using the statistics package
SPSS for Windows (version 15.0,
SPSS). Differences between group
means were tested using the Student's t
test or one-way ANOVA test, following
by Bonferroni post-test to examine all
possible pairwise comparisons using

GraphPad Prism 5 software.

3. Results

3.1 T. foetus infection caused a

deleterious effect on reproductive

efficiency and economic losses in AM

herds

To evaluate the effect of BT,
reproductive performance and economic
consequences were determined. A
significant  deleterious  effect on
reproductive efficiency was found as a
consequence of T. foetus infection in the
32 herds studied (Table 1). In infected
herds, calving intervals  were
significantly prolonged (79 days longer;
P<0.0001) and the percentages of
cows-not-in calf was higher than in
non-infected herds (36% vs 19.04%;
P<0.001). When temporal calving
distribution was analyzed, 88.5%
(469/530) and 72.55% (304/419) of the
births occurred in January-May in
non-infected and infected herds,
respectively (P<0.0001). Comparing
both groups by month, birth rates were
higher in February and April in
non-infected herds (P<0.001-P<0.01)
and in July, August, November and
December in infected herds

(P<0.05-0.001) (Figure 1).

Table 1. Summary of statistical analysis of reproductive parameters in Asturiana de la

Montarfia herds before the implementation of the bovine tricomonosis control program.

T. foetus status Difference
Parameter Infected herds Non-infected herds (infected vs
Mean  SEM Mean SEM non-infected)
Calving date 4 May 95.5 days 30 March 62.48 days +35 days
Calving interval (days) 500 8.9 421 5.2 +79.5
Cows-in-calf (%) 63.8 3.16 80.9 2.85 -17.1
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Figure 1. Distribution of the calving rate by month in T. foetus infected and non-infected

herds of Asturiana de la Montafia beef breed. Bars represent means of compiled data

corresponding to calving dates from 419 cows of 32 infected herds (in black) and 530

cows of 32 non-infected herds (in white). Asterisks indicate for each moth, statistically

significant differences of the calving frequencies between infected- and non-infected

herds (P<0.05).

Consequently, calving date mean was 35
days later in infected herds (Table 1).
Data from the economic analysis showed
that BT could reduce income by 68.8%
in AM herds. On an average AM breed
herd (n=20 cows and one bull), the total
economic losses associated to T. foetus
infection were estimated to be about
€5.283 per year, being a reducing calf
crop and an excess of days open the main

causes of economic losses (Table 2).
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Additionally due to late breeding,
calves would be born 35 days later (Table
1). If an AM calf gains about 0.7-0.8
kg/day (Osoro et al., 1999), calves from
infected cows would be nearly 25-28 kg
lighter at weaning (5-7 month of age). At
market price, AM producer could be
losing nearly 53 € (about 16.3%) for every

late calf born in a single season.
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Table 2. Summary of economic losses caused by bovine trichomonosis calculated for a

characteristic herd of Asturiana de la Montafia breed (n=20 cows and one bull) and

considering

reproductive data of Table 1, productive

records of the breed

(http://www.aseamo.com/raza.aspx) and local sales yard prices (http://www.sadei.es).

T. foetus status Difference

Cost category Infected Non-infected (infected vs of losses
herds herds non-infected)
Calf crop €5760 €7680 € €-1920 25%

CAP price subsidies (€190 2/€1203) € 1860 €2480 € €-620 8%

Calf market price (€325) € 3900 €5200 € €-1300 16.9%
Losses from excess days open (€1.6/cow/day) € -2528 €0 €-2528 32.9%
Trichomonad testing (€100 /bull) €-100 €0 €-100 1.3%
Culling/replacement bull €-735 €0 €-735 9.6%
TOTAL € 2397 € 7680 €-5283 68.78%

3.2 Efficacy of the control plan

In light of the consequences of the
infection, a control program based on
detection and culling of infected bulls was
conducted on AM herds. In the first and
second years, 78.8% (26/33) and 71.4%
(10/14)
respectively. The effect of the program
the

infected bulls were culled,
was determined by comparing
reproductive data before and after the BT
control in 14 herds. We observed that
cows calving had shorter calving intervals

following elimination of the infected bulls
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(Figure 2A). Specifically, calving interval

decreased about 59 and 98 days after the

first and second year
(P<0.0001),

statistically significant differences were

post-culling,

respectively and no
observed when compared to those in
uninfected herds (P>0.05). Moreover after
the control program, a 17.67% increase in
pregnancy was recorded (P<0.05) and
cows became pregnant in a similar
proportion than in non-infected herds

(P>0.05).

Percentage
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Figure 2. Comparison of reproductive data before and after implementation of the
control measures in T. foetus infected and non-infected herds, respectively. (A). Calving
intervals. Bars indicate means (:tSEM) of the number of days between two consecutive
calving dates. (B). Percentage of cows in calf. Bars indicate means (+SEM) of the number
of cows in calf. Asterisks indicate statistically significant differences between infected
herds before control program vs infected herds after first or second year after culling and

vs non- infected herds.
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In the first year after the
implementation of control measures, a
total of 110 bulls from 75 herds were
sampled and 110 bulls from 71 herds in
the second year. T. foetus infection rate
showed a significant decline compared
with the prevalence before the
implementing control program (Table 3)
(P<0.05). However, no significant
differences were observed between the
first and second year post-culling
(P>0.05). In order to determine the
incidence of T. foetus infection, a total of
44 non-infected AM farms were
followed prospectively during the study
period, being the herd incidence 22.72%

(10/44). The epidemiological

investigation of potential risk factors
performed (Table 4) showed that bulls
>3 years old were more likely to be
infected than younger animals in the
second year post-culling (P<0.05).
However, the percentage of AM bulls
older than 3 years decreased after the
implementation of control measures,
from 73.1% (68/93) (Mendoza-lbarra et
al., 2012) to 58.9% (58/102) in the first
year and 57.1% (60/105) in the second
year (P<0.05). No other risk factors were
identified (Table 4). Repeat-breeder
cows were not reported in the first year
post-culling but in the second year an
increased was observed in T. foetus
infected herds (P<0.01) (Table 4).

Table 3. Bull and herd T. foetus prevalence before and after the implementation of the

control program.

0, 0,
2 Bull 95% ClI b Herd 95% ClI
prevalence Lower  Upper prevalence Lower  Upper
% % %
(E:\;‘;Onrgoczlg_'l'ggrra etal, 2012) 32%(331103) 416 41.5% (27/65) 30.3 53.7
1% year post-culling 12.7% (14/110) 204 18.7% (14/75) 11.3 29.1
2" year post-culling 13.6% (15/110) 214 19.7% (14/71) 12.0 30.5

4 No. of T. foetus infected bulls/No. of bulls tested (percentage).

® No. of T. foetus infected herds/No. of herds tested (percentage).
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Table 4. Association of T. foetus status with epidemiological data and putative risk
factors in Asturiana de la Montafa beef herds in the first and second years of the control

program.
T. foetus status
- - P-value OR 95%CI
Variable Category N Infected (%) Non-infected (%)
151 2nd 1st 2nd 151 2nd 1st 2nd 151 2nd
Yes 66 65 13(19.77) 14(215) 53(80.3) 51(785) 100 062 122 274
Communal pastures
No 6 5 1(16.7) 0(0) 5(83.3) 5 (100)
Purchase of sexually Yes 58 47 10(17.2) 8(17) 48(82.8)  39(83) 045 053 063 061
active bulls No 6 24 4(25) 6 (25) 12 (75) 18 (75)
Purchase of sexually Yes 9 3 2(22.2) 1(33.3) 7(77.8) 2(66.7) 1.00 0.5 1.21 2.03
active cows No 63 66 12(19.7)  13(19.4) 51(80.3) 53 (80.6)
. Yes 65 58 12(185) 13(224) 53(815) 45(77.6) 068 044 079 346
Shared livestock
No 9 13 2(22) 1(7.6) 7(77.8)  12(92.4)
Rotation of bulls Yes 18 10  3(16.7) 2 (20) 15 (83.3) 8 (80) 100 100 092 096
between herds No 56 58 10(17.9) 12(20.7)  46(82.1) 46 (79.3)
Yes 10 14 1(10) 6 (42.8) 9 (90) 8(57.2) 0.68 0025 043 459
Use of Al
No 64 57  13(203) 8 (14) 51(79.7) 49 (86)
. Yes 4 10 0(0) 4 (40) 4 (100) 6 (60) 1.00 100 000 34
Presence of abortion
No 70 61 14 (20) 10(16.4)  56(80)  51(83.6)
Presence of Yes 23 31 6(261) 11(355) 17(739) 20(645) 034 0005 185 6.78
repeat-breeder cows No 50 40 8 (16) 3(75) 42(84)  37(92.5)
Vaccination against Yes 28 32 6(214)  5(156) 22(796) 27(844) 076 055 126 062
reproductive disease
practiced No 45 39 8(17.8) 9(23) 37(822)  30(77)
Reproductive health Yes 6 10  2(333) 2 (20) 4 (66.7) 8 (80) 032 1.00 233 1.02
programme in
operation in herd No 68 61 12(17.6) 12(19.7)  56(82.4) 49 (80.3)
Nutritional Yes 59 55  11(186) 12(21.8) 48(81.4) 43(782) 100 072 099 181
supplements No 15 15  3(200)  2(133) 12 (80) 13(86.7)
. Good 14 9 5(35.7) 2(22.2) 9 (64.3) 7(778) 012 100 309 122
Quality of the fences
Regular/Bad 59 58  9(15.3) 11(19) 50 (84.7) 47 (81)
Bl < 3 years 44 45 4(9.0) 2(4.4) 40(90.9)  43(95.4) 026 0022 043 017
ull age
g > 3 years 58 60 11 (19) 13(21.7)  47(81)  47(783)

1%: First year post-culling infected bulls. A total of 74 questionnaires were returned.
2"%: Second year post-culling infected bulls. A total of 71 questionnaires were returned
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4. Discussion

Improving reproduction in beef cattle
should be a major objective to increase
production, profitability and
sustainability, because the number of
calves born per year is one of the most
important  variables affecting both
biological and economic efficiency in
beef herds.

decreased reproductive efficiency of a

cow Consequently,
herd could decrease profitability and
may ultimately cause failure of the
production unit. BT is primarily a
problem of extensively-managed herds
using uncontrolled mating and can
herds

detection for a long time. The magnitude

persist in endemic without
of the economic losses incurred due to T.

foetus infection has been mainly
estimated using simulation models,
describing a reduction of 14-50% in
annual calf crop if prevalence of T.
foetus in the bull population was
20-40%; net return per cow exposed to
an infected bull was reduced to 5-35%
(Rae, 1989). Losses associated with T.
foetus may be difficult to recognize and
the evaluation of herd production data is
limited by the accuracy of information
supplied by the producer. In our field
study, calving dates and number of

cows-in-calf data were used as a
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measure of reproductive efficiency in
cows. T. foetus infection reduced income
by 68.8% in AM herds, being the
primary impact the prolonged calving
interval and calf crop reduction. On
average, the infected herds required 79
days longer to engender a live calf.
Elongation of the calving interval is
translated into an excess of days open,
which causes losses by the cost of
maintaining open cows. In other beef
breeds managed under similar mountain
pastoral systems, a daily feed cost per
cow €16
(Garcia-Martinez, 2008). Therefore, the
cost of a delay of 79 days could cause

of was estimated

losses about €126 per cow. Overall, calf
production was reduced by 17.7% by
failure or delay in conception. These
findings support previous results which
showed that T. infection is

with the

foetus
negatively  associated
performance of the animals, reducing
herd profitability. Our results are in
agreement with data reported by Clark et
al. (1983), who reported a reduction of
the calf production of 18% and
prolonged calving intervals that were
significantly different from those of

non-infected heifers.

On the other hand, the weight of

calves at weaning is very important to
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the productivity of the herd. In AM,
farms are predominantly spring-calving
herds.

during late winter-early spring, resulting

The breeding season occurs

in a concentration of births coinciding
with the more abundant grass periods to
ensure the development of the calf and a
good body condition of the dam without
additional costs of concentrate and
forage. Calves accompany the dams to
the and/or

natural hay meadows

mountain  pastures, being weaned
gradually when they start to consume
grass (from 4 months-old). In the
infected herds, the calving season was
spanned over the time, so batches of
calves were of different ages, making the
management more complex. Moreover,
the suckling/growing period will be
shortened for those calves born at the
end of the season. Additionally, if births
occur later calves will start to consume
grass in summer when the quality and
availability of the pastures is lower.
Unfortunately, weaning percentages and
weaning weights for participating herds
were not available. However, it is
predicted that this calving delay forces
calves to be marketed at lighter weight or
increases feeding cost to reach a desired
market weight. The impact of fewer and
younger or lighter calves on revenue
may mean financial disaster for a

producer. Moreover, producer
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encounters  other costs, such as
veterinary services, higher replacement
rate and loss of the herd genetic
improvement (BonDurant, 1997). This
scenario represents substantial losses for
AM producers already operating on

marginal profit levels.

In light of the consequences of the
infection, a control program based on
detection and culling of infected bulls
was conducted. Control of BT requires a
plan to identify and eliminate infected
bulls. In addition, different options are
available depending on the prevalence
found and the existence of risk factors.
They range from minimal monitoring
(e.g. in countries free of infection) over
reproductive management to vaccination
approaches (Corbeil, 1994; BonDurant,
1997). This study aimed to investigate
the effect of a “test and cull” control plan
in AM breed in which, a high T. foetus
herd prevalence (41.5%) was detected
and risk factors, such as natural
breeding, grazing in communal pastures,
communal bulls and high proportion of
old bulls, are present in the traditional
management this breed
(Mendoza-lbarra et al., 2012). Often, it

is difficult to demonstrate effects of

of

management on fertility in any one herd
in one year and it is necessary to have

large numbers of observations to
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demonstrate significant differences. In
BT, the largest losses occur in the first
(reduction of 17.6% in calf production)
and second (28.6%) years when cows
experience primary infection (Clark et
al.,, 1983). Therefore, in the present
study, reproductive data were collected
during two years after implementation of
the control measures to enable the
analysis of the effects of the program
control on reproductive performance.
Following elimination of the infected
bulls, the

reproductive performance was observed

an improvement  of
and reproductive data were equivalent of
those recorded in the non-infected herds.
An increase in pregnancy percentage of
17.67% following elimination of the
infected bulls was observed. In previous
studies following resolution of infection
in a herd, an increase on calving rates to
90% (Ball et al., 1987) or pregnancy
percentage from 74 to 85% (Skirrow et

al., 1985) were described.

Additionally, a comparison of the
prevalence of T. foetus infection before
and after implementation of the control
program showed a sustainable reduction
of T. foetus prevalence. However, after
two years, the T. foetus prevalence did
not decrease and the incidence was
22.72%, which could be attributed

mainly to the presence of putative risk
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BT in

management of this breed. Clinical

factors associated to the
consequences were also present in T.
foetus infected herds in the second year
and a significant higher percentage of
repeat-breeder cows were reported.
Complete elimination of T. foetus from
AM herds using the “test and cull”
approach and without substantial
changes in management seems unlikely.
In AM herds, the existence of a high
proportion of old bulls of the sampled
population (more than 50%) and other
putative risk factors present in the
traditional management of this breed
(natural mating, communal grazing on
public lands or sharing livestock of
unknown status), in combination with
the lack of regular monitoring programs
of the bulls
diseases, represent a complex situation

for BT control. In the USA there are

concerning  venereal

rules/regulations to reduce spread of the
disease (Szonyi et al., 2012; Yao, 2013).
The core of these regulations is testing
bulls. In Spain, the current strategy for
the control of BT is voluntary. BT can be
devastating when several owners use
common pastures. In this situation, all
owners should cooperate and establish
rules regarding the access of animals to
common pastures and their management
prior to entry. All bulls from herds using

commingled grazing should be tested
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every year (preferably two o three tests).
If BT is identified, infected bulls should
be culled and only young bulls should be

allowed in the common grazing areas.

These measures will require
interdisciplinary partnership and
stronger collaboration of farmers,

veterinary and local administration to
build an appropriated infrastructure to
detect and respond to the effect of the
disease. However, for extensively
managed beef herds, when risk factors
and outside source of infection cannot be
avoided or prevented such as common
pastures, or when producers are reluctant
to cull certain infected bulls, vaccination
could be a feasible control measure to
implement to reduce the economic losses

due to BT (Villarroel et al., 2004).

5. Conclusions

BT had a significant impact on the
reproductive performance of beef cattle
under mountain

managed pastoral

systems in northern Spain.
Implementation of the CAP reform has
promoted the beef outdoor grazing
systems and pastoral systems are used in
many mountainous areas of Europe. The
results reported here highlight the impact
that STD could have on beef cattle
managed extensively, since risk factors

for STD diseases are present in these
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systems (natural-breeding and grazing of
cattle in communal pastures). Our results
provide also valuable data for planning
control strategies and for making
recommendations to farmers. Testing
and culling infected bulls was an

effective  measure  to  improve
reproductive efficiency and to reduce
economical losses. Knowing the status
of the bulls pre- and post-breeding is the
first step for developing a sound T.
foetus control plan and the best form of
herd surveillance. However, the testing
and culling policy will not be effective
enough to control this endemic disease
in extensively managed beef when

common pastures are used.
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La tricomonosis bovina es una de las enfermedades venéreas de mayor impacto en la
reproduccion en los sistemas extensivos (BonDurant, 2005). En nuestro pais, pese a haber
sido sefialada su presencia en el pasado en diversas provincias, los datos de prevalencia
disponibles son escasos y, entre los que existen, muchos estdn ya obsoletos y la
metodologia diagndstica empleada fuera de uso. En Espafia, el censo de explotaciones de
bovino de cria ha aumentado significativamente en los ultimos afios en respuesta a la
reforma de la PAC, y ha supuesto, una mayor atencion a los sistemas ganaderos
extensivos basados principalmente en el empleo de razas autoctonas adaptadas al medio,
especialmente en zonas de montafia, y la vuelta al uso de métodos tradicionales de
explotacion como los pastos comunales y el uso de la monta natural. Todo ello ha
supuesto el incremento de posibles factores de riesgo para algunas parasitosis bovinas
que se creian desaparecidas 0, en todo caso, poco importantes econdOmicamente como es
el caso de la tricomonosis bovina, pudiendo constituir una amenaza significativa para la
sanidad y produccion animal. Este trabajo de tesis doctoral constituye el primer estudio
epidemiolégico de la tricomonosis bovina realizado endos razas autdctonas
representativas del sistema de vacuno de cria espafiol en zonas de montafia, las razas

Asturiana de la Montafia y Asturiana de Los Valles.

Para llevar a cabo este estudio, en el primer objetivo se abordd una validacion de la
metodologia para la deteccion de T. foetus en muestras de esmegma prepucial,
empleandose para ello diferentes métodos de muestreo, técnicas y protocolos
diagnosticos. Como se ha mencionado en capitulos anteriores, las técnicas empleadas
para el diagnéstico de la infeccion (cultivo y PCR) presentan en general una adecuada
sensibilidad, pero en condiciones de campo el diagnostico se dificulta. La mayoria de los
estudios existentes hasta el momento, han realizado una optimizacion y validacion dela
metodologia diagnéstica bajo condiciones controladas de laboratorio, bien utilizando
muestras contaminadas con el parésito o de animales infectados experimentalmente. La
importancia de nuestro trabajo radica en el empleo de muestras de animales recogidas en
condiciones de campo. Como requisito indispensable para el muestreo, los toros
mantuvieron un reposo sexual de al menos dos semanas, con el objetivo de evitar una
reduccion del numero de parasitos en la cavidad prepucial como consecuencia de la
monta, lo que podria dar lugar a una disminucion de la sensibilidad de las técnicas y la

aparicion de falsos negativos (Rodning et al., 2008).
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Para la recogida de esmegma prepucial, se evaluaron dos métodos de muestreo:
mediante una vaina de IA y utilizando un raspador plastico. Ninguna de las técnicas causé
un marcado estrés o dafio al animal y la sensibilidad observada fue muy similar con
ambos métodos. Sin embargo, algunas muestras recogidas con la vaina de 1A contenian
trazas de sangre o se obtuvo una cantidad inadecuada de esmegma prepucial, siendo
necesario ocasionalmente repetir la toma de muestras. Estos resultados estan en
concordancia con los encontrados por otros autores, los cuales determinaron que la
sensibilidad fue la misma cuando se realizd el muestreo con pipeta de 1A o con raspador
(Tedesco et al., 1979; Parker et al., 1999). Otro estudio en el cual se compararon los
mismos sistemas de muestreo, determinaron que el raspado era una técnica mas rapida,
segura Yy ofrecia algunas ventajas tales como la obtencién de muestras mas concentradas,
una reducida contaminacion, la posibilidad de recoger la muestra sin necesidad de un
asistente, y se evitaba la contaminacion de la muestra por orina (Irons et al., 2002). Estas
ventajas también pudieron ser observadas en nuestro estudio por lo que se recomienda el

uso del raspador para la recogida de esmegma prepucial.

El aislamiento del parasito en cultivo in vitro ha sido considerado el método de
referencia para el diagndstico de la infeccion por T. foetus (BonDurant et al., 2003; Parker
et al., 2003a), existiendo una gran variedad de medios para el crecimiento del parésito. A
principios de los afios 60 los medios mas usados eran los medios Plastridge y Diamond
(Todorovic and McNutt, 1967). Actualmente, el medio InPouch TF y el medio Diamond
modificado son los métodos méas usados para el cultivo in vitro de T. foetus (Rodning,
2007). Por su parte, el uso de medios de transporte para mantener la viabilidad del
parasito en la muestra es un factor importante en el diagnostico de T. foetus. En el
presente trabajo se realizé una comparacion entre el sistema canadiense que utiliza como
medio de transporte el TFTM y posterior cultivo en medio de Diamond, con el medio
comercial InPouch TF. En ambos casos las muestras se transportaron a temperatura
ambiente y llegaron al laboratorio a las 6 horas, incubandose a 37 °C y observandose al
microscopio los dias 2, 4, 6 y 7 post-recogida. En nuestro estudio, la concordancia entre
ambos medios fue muy buena, sin embargo observamos un mayor nimero de muestras
positivas cuando se utilizd el medio In Pouch TF. Parker et al. (2003a) también
compararon el sistema TFTM/Diamond y el In Pouch TF, observadndose una sensibilidad
del 76,8% con el medio Diamond y del 95% con el medio InPouch TF, con 6,95 veces

mas de probabilidades de detectar un animal infectado cuando se usé este ultimo. Thomas
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et al. (1990), no encontraron diferencias significativas entre los dos medios, aunque
observaron un mayor namero de resultados positivos en las primeras 48 horas con el
medio InPouch TF, al igual que lo observado en nuestro estudio. También se ha sefialado
que el medio InPouch TF necesita un menor nimero de trofozoitos para su deteccion en
los tiempos iniciales de incubacion (Borchardt et al., 1992). La ventaja del uso del medio
InPouch TF puede ser debida a una mejor optimizacion de los componentes del medio y
unas mejores condiciones anaerobicas facilitadas por el sistema de dos camaras, lo que
favoreceria el crecimiento del parasito. Por otro lado, la presencia de contaminaciones
por bacterias u hongos también es menos frecuente en el medio InPouch TF (Felleisen et
al., 1997), al igual que lo observado en nuestro estudio. Este resultado puede ser debido a
la existencia de pasos adicionales en el sistema canadiense, como la centrifugacion del
medio TFT y la inoculacion del sedimento en Diamond. Nuestros resultados confirman la
utilidad del medio comercial InPouch para el diagndstico de la tricomonosis en

condiciones de campo.

Como se ha mencionado en el capitulo de introduccion, la PCR es una técnica
altamente sensible y especifica para el diagnostico de la tricomonosis. Sin embargo se ha
descrito que un retraso en el procesamiento de la muestra puede conducir a una
disminucion en la sensibilidad debido a una degradacion de los acidos nucleicos. Ademas
T. foetus secreta una variedad de enzimas hidroliticas (Thomford et al., 1996), que junto a
otros compuestos podrian causar la degradacion del ADN (Turner and Muller, 1983;
Wang and Wang, 1985). En este sentido, se ha observado una sensibilidad en la PCR del
90% en muestras procesadas a las 6 horas y del 31% a los 5 dias (Mukhufhi et al., 2003).
En otro estudio en el cual las muestras fueron mantenidas a temperatura ambiente
comparandolas con la refrigeracion durante una semana, no se observo ningun resultado
positivo a las 72 horas en aquellas muestras mantenidas a temperatura ambiente (Mutto et
al., 2006). En el presente trabajo y con el objetivo de mejorar el diagnéstico por PCR, se
probaron diferentes protocolos para la extraccion de ADN en muestras de esmegma
prepucial obtenidas en condiciones de campo. Para ello, se utilizd un tampon de lisis
comercial para la recogida de la muestra, que de acuerdo con el fabricante, conserva el
ADN durante varios meses a temperatura ambiente y permite su uso en la mayoria de las
aplicaciones en biologia molecular. El periodo de tiempo elegido para examinar el efecto
de la solucion fue de 48 horas, de acuerdo con las condiciones de rutina recomendadas

para el diagnostico de la enfermedad (BonDurant, 2005). Sin embargo, no se observé una
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ventaja significativa en su uso como agente conservante del ADN. Posiblemente, un
aumento en el tiempo de almacenamiento de la muestra podria haber sido Gtil para
evaluar sus efectos. Anteriormente, el uso del isocianato de guanidina como agente
conservante del ADN tampoco resulto ventajoso (Mukhufhi et al., 2003). Sin embargo en
nuestro estudio, el mayor porcentaje de muestras positivas se detectd en aquellas
muestras de esmegma prepucial diluidas en el tampdn de lisis, mostrando los beneficios

del mismo en el diagnostico de la infeccion.

Por otra parte, es frecuente que las muestras de esmegma prepucial estén
contaminadas con heces, sangre, orina 0 semen, que junto con la consistencia mucosa del
esmegma, pueden reducir la sensibilidad de la PCR (Ho et al., 1994). En este sentido, el
uso de la resina Chelex 100 como método de extraccion del ADN en muestras de
esmegma podria ser beneficioso, por su capacidad para eliminar estos inhibidores (Walsh
et al., 1991). En un estudio anterior, esta resina con una solucion de agar al 0,05% fue
utilizada con éxito para extraer ADN de T. foetus en muestras de esmegma contaminadas
con el parésito (Chen and Li, 2001). Cuando aplicamos este sistema a muestras de
animales con infeccion natural, el nimero de positivos fue significativamente menor que
el obtenido con la prueba comercial. Se ha descrito que las altas temperaturas y las
condiciones alcalinas requeridas en el proceso de extraccién con el Chelex podrian
degradar el ADN (Hoff-Olsen et al., 1999). Por lo tanto, nuestros resultados muestran que
este sistema no es apropiado para la extraccion de ADN de T. foetus en este tipo de

muestras.

El diagndstico de T. foetus por cultivo y observacion microscopica implica la
identificacion del parasito por su morfologia, numero de flagelos y motilidad, pero estas
diferencias no son siempre facilmente observables (Walker et al., 2003). Se han
identificado otras especies de tricomonadidos de origen intestinal en la cavidad prepucial
de los toros y que son transferidas mediante la monta entre machos, como parte del
comportamiento etoldgico. Estas especies son apatdgenas pero poseen caracteristicas
morfologicas y de motilidad similares a T. foetus (BonDurant et al., 1999; Campero et al.,
2003; Cobo et al., 2003). Este hecho es de gran importancia en el diagnostico ya que los
animales declarados positivos deben ser sacrificados. En este sentido, la técnica de PCR
ha sido considerada como un método muy valioso (por su especificidad) para la deteccion

e identificacion de T. foetus. Ademas y a diferencia de lo que ocurre con la microscopia,
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la PCR puede detectar al parésito en muestras con un numero bajo o con parasitos
muertos, asi como en muestras con contaminacion bacteriana elevada. Por tanto, se ha
recomendado por diveros autores su combinacion con el cultivo con el objeto de
aumentar la sensibilidad y especificidad del diagndéstico (Felleisen et al., 1998; Campero
et al., 2003; Cobo et al., 2004; Schulze et al., 2006; Cobo et al., 2007). En estudios
anteriores se ha determinado una sensibilidad del 67,8% para el cultivo, 65,9% de la
técnica de PCR y 78,3% para ambas técnicas en combinacion (Cobo et al., 2007). En
nuestro estudio se determiné la concordancia entre el cultivo y la PCR realizada a partir
de una alicuota del medio de cultivo en el dia 2 post-recogida. Los valores de
concordancia entre ambas técnicas fueron buenos, todos los resultados positivos por
cultivo se confirmaron por PCR y sélo 4 animales infectados fueron detectados por PCR
cuando se aislé el ADN directamente de las muestras de esmegma prepucial, pero no se
pudieron determinar sobre los medios de cultivo. Estas discrepancias pueden deberse a un
deficiente crecimiento de T. foetus en los medios de cultivo probablemente debido a una
baja viabilidad del parasito, a un numero bajo, asi como a la presencia de
contaminaciones bacterianas. Otro factor a considerar es la dilucion de la muestra en el
medio de cultivo lo que puede disminuir la sensibilidad de las técnicas si el nimero de
parasitos presentes es bajo, siendo probable que el parasito no siempre se pipetee al
recoger la alicuota, dando lugar a un resultado negativo. Por tanto, debido a que el método
de cultivo in vitro depende de la viabilidad del parésito, la PCR aplicada directamente a
las muestras de esmegma prepucial aumentaria la probabilidad de detectar el parasito. Sin
embargo, para el diagnostico de rutina y con el fin de evitar falsos positivos o falsos
negativos, se recomienda el uso de ambas técnicas (cultivo y PCR) en combinacion.

En el segundo objetivo de esta tesis doctoral, se estudid la prevalencia y factores de
riesgo de la infeccion por T. foetus en rebafios seleccionados al azar de las razas AM y
AV. En ambas razas, al ser zonas de ganaderia extensiva y donde se usa la monta natural,
se realizo el diagnostico de la tricomonosis y campilobacteriosis genital bovina de forma
conjunta, utilizando los metodos ya validados para la toma de muestras y la deteccion del
agente en el laboratorio. En el caso de la campilobacteriosis genital el diagnostico se
realizd en el Laboratorio espafiol de referencia para campilobacteriosis en animales
(Laboratorio Central de Veterinaria de Algete, Madrid). A diferencia de los datos de
prevalencia encontrados para la tricomonosis y que se detallaran a continuacion, no se

detecto la presencia de C. fetus veneralis. El aislamiento de las especies Campylobacter
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es dificil por su limitada viabilidad fuera del hospedador, debido a la temperatura y a los
requerimientos nutricionales y atmosféricos de estos microorganismos (Smibert, 1978).
También se ha descrito que C. fetus veneralis se aisla mas cominmente en zonas
geograficas con una temperatura ambiente relativamente alta (Harwood et al., 2009), en
contraste con las condiciones de nuestro area de muestreo (regiones de montafia del norte
de Espafia). En Espafia, no hay estudios sobre la prevalencia de la campilobacteriosis
genital, sin embargo, se ha detectado C. fetus veneralis en explotaciones con problemas
reproductivos, principalmente en zonas de dehesa utilizando la misma metodologia
(8,2%; Ortega-Mora & Garcia-Pefia, 2008, Rojo-Montejo et al., 2010). Por lo tanto, son
necesarios mas estudios para investigar la prevalencia de esta enfermedad en otras zonas

geograficas del pais.

En lo que se refiere a la tricomonosis bovina, los resultados obtenidos en la raza AM
en este estudio muestran una alta prevalencia de infeccion por T. foetus en la poblacién
muestreada (prevalencia individual 32% y prevalencia de rebafio 41,5%). Es importante
resaltar que la prevalencia podria ser ligeramente superior a la obtenida, ya que incluso en
las mejores condiciones de muestreo, transporte y cultivo, no se garantiza que todas las
muestras tomadas de un toro infectado sean positivas. En nuestro estudio, sélo se tomd
una muestra por toro, y en estos casos se ha descrito que la probabilidad de detectar un
animal positivo es del 85% mientras que es del 99% si se analizan tres muestras (Sager et
al., 2007). En comparacién con otros estudios, las tasas de prevalencia son similares a las
observadas en zonas con manejo extensivo del ganado de carne donde se usa la monta
natural, como un 30,4% en Florida (Rae et al., 2004), y 18,4% y 28%, en Costa Rica y
Argentina, respectivamente (Pérez et al., 1992; 2006). En Espafia, el ultimo estudio
publicado data de 1998 y el porcentaje de toros infectados fue mucho menor que el
encontrado en el presente estudio (prevalencia individual 2,9%; Martin-Gomez et al.,
1998). Diferentes factores pueden haber contribuido a la mayor prevalencia encontrada
en el presente estudio, como el uso de una metodologia méas sensible o diferencias
geograficas o de manejo. Sin embargo, ambos estudios se realizaron en regiones
montafiosas del norte de Espafia y el manejo de los rebafios se realizaba en sistemas
extensivos con sistema de transtermitancia valle-puerto. Actualmente, también se
dispone de datos de la presencia de la infeccion en explotaciones con antecedentes de
fallo reproductivo temprano situadas fundamentalmente en el oeste peninsular (Caceres,

Badajoz, Salamanca y Avila), donde una parte importante del ganado es mantenido en
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extensivo en sistema de dehesa. Los resultados obtenidos en AM son muy similares a los
obtenidos en estas explotaciones (tasa de infeccion individual 18,8% y de rebafio del
34,8%; Ortega-Mora & Garcia-Pefia, 2008; Rojo-Montejo et al., 2010). Estos resultados
podrian indicar una re-emergencia de la tricomonosis en los sistemas extensivos de

ganado de carne en nuestro pais.

En relacién a los factores de riesgo asociados a la enfermedad, la edad del toro fue el
unico factor de riesgo identificado en nuestro estudio, siendo la infeccion mas frecuente
en toros mayores de 3 afios de edad. Datos similares se han reportado con anterioridad por
BonDurant et al. (1990). Estos autores encontraron que el 2% de los toros infectados eran
menores de 3 afos frente al 6,7% que fueron mayores de 4 afos. En otros estudios
epidemioldgicos, la edad media de los toros infectados fue 5,5 afios y la de los no
infectados 3,9 (Rae et al., 1999), teniendo los toros mayores de 5 afios de edad, 2,2 veces
mas riesgo de estar infectados (Rae et al., 2004). Este resultado indicaria que la presencia
de toros mayores de 3 afios, aumentaria el riesgo de infeccion en un rebafio, debido a que
estos animales actuarian como portadores asintomaticos. Este hecho, es debido al
aumento de la posibilidad de exposicion al parasito y al desarrollo en los toros de méas
edad de criptas glandulares mas profundas en la mucosa prepucial, favoreciendo la
implantacion y desarrollo del parésito (Clark et al., 1974; Parsonson et al, 1974;
BonDurant, 1997). En nuestro estudio, no se pudieron determinar otros factores de riesgo
asociados a la enfermedad, debido a la homogeneidad de la poblacion analizada y de las
condiciones de manejo en los rebafios muestreados, ya que todos se explotan en un
sistema de transtermitancia valle-puerto con uso de pastos comunales en la época estival.
En un estudio previo en EE.UU., el uso de pastos comunales resulto ser el factor de riesgo
mas importante, seguido de la falta de pruebas diagnosticas antes de la temporada de
reproduccion y una mayor proporcion de machos de mas edad (Villarroel et al., 2004). La
alta prevalencia de la infeccion encontrada en este estudio podria deberse a la existencia
de toros viejos y factores de riesgo adicionales en los rebafios de AM, como el uso de

pastos comunales con animales de estado sanitario desconocido.

En lo que se refiere a AV, es una raza explotada principalmente en el Principado de
Asturias y con mayor importancia que la raza AM, tanto en censo como en produccion
carnica (Sierra et al., 2010). En este caso, el muestreo se realizo en dos tipos de sistemas:

toros de explotaciones permanentes en zonas de valle o sistema estante y toros de
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explotaciones con sistema de transtermitancia valle-puerto, que al igual que en la raza
AM usan pastos comunales. El objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia de la
tricomonosis en AV y determinar los factores de riesgo de la enfermedad segun el tipo de
manejo de la raza (sistema estante vs sistema transtermitante) asi como las posibles
diferencias entre AV y AM.

La prevalencia en los toros de AV fue del 4% vy la de rebafio el 5,2%. Al igual que lo
observado en la raza AM, cuando se comparoé la edad de los toros infectados, el mayor
porcentaje se encontrd en aquellos toros mayores de 3 afios, indicando de nuevo que la
edad es un factor de riesgo. No se identificaron otros factores de riesgo asociados a la
enfermedad, y tampoco se encontraron diferencias entre el sistema estante y el
transtermitante, a pesar de que el uso de pastos comunales se ha identificado como un
factor de riesgo importante asociado a la enfermedad (Gay et al., 1996). Este resultado
puede ser debido a la baja prevalencia encontrada y a la falta de pruebas diagnoésticas y
control frente a las enfermedades venéreas en ambos sistemas. La prevalencia en la raza
AV es similar al 6% encontrado en Florida (Rae et al, 2004) y 3,7% en Texas (Szonyi et
al, 2012). Sin embargo, la prevalencia de la infeccion en la raza AV fue
significativamente menor que la encontrada en AM, a pesar del hecho de que ambas razas
comparten basicamente el mismo nicho ecolégico. Aunque se ha sugerido que algunas
razas de Bos taurus pueden ser mas resistentes a la tricomonosis que otras (Rae et al.,
2004), las diferencias en la susceptibilidad a la infeccion entre las razas AM y AV son
poco probables, dado a que su origen genético es comun (ambas derivan de Tronco
Cantébrico). Por su parte, la menor prevalencia de T. foetus observada en AV puede ser
debida a diferencias en el manejo entre AM y AV. AM es una raza rustica que utiliza
sistemas de montafa tradicionales (pastos comunales) mientras que AV es una raza mas
comercial, especializada en la produccion de carne, siendo el manejo técnico del rebafio
maés avanzado (Sierra et al., 2010). En este sentido, durante las Ultimas tres décadas, en la
raza AV se han aplicado programas de seleccion mediante el uso de IA con el objetivo de
incrementar el nimero de animales con el gen de la hipertrofia muscular. No se
observaron diferencias significativas en la prevalencia de la infeccion entre los rebafios
de AV que utilizaban o no 1A, probablemente debido al hecho de que la prevalencia de la
enfermedad fue muy baja. Sin embargo, se observé que el uso de la 1A era mas frecuente
en las explotaciones de AV (44,4%) en comparacion con los rebafios AM (16,1%). La

practica de la IA podria haber ayudado a la reduccion en la presencia de la tricomonosis
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bovina, ya que es una medida de control muy efectiva (Ball et al., 1987; BonDurant,
2005). Otro factor a tener en cuenta es la edad de los toros. Cuando se comparo la edad de
la poblacion muestreada entre AM y AV, el nimero de toros mayores de 3 afios fue
superior en laraza AM (73,1% versus 46,4%). La existencia de una mayor proporcién de
toros menores de 3 afios de edad en AV podria haber contribuido a la menor prevalencia
encontrada, ya que es otra de las medidas usadas para el control de la tricomonosis
bovina. Se ha descrito que los toros entre 1 y 2 afios de edad son més resistentes y pueden
Ilegar a eliminar la infeccion (Rae and Crews, 2004). Por otra parte, también existen otras
diferencias de manejo entre las explotaciones de AM y AV que pueden explicar las
diferencias encontradas. En AV, las explotaciones son de mayor tamafio que en AM y los
pastos se comparten con un menor nimero de rebafios que en AM. Se ha descrito que el
riesgo de infeccion por T. foetus es mayor al aumentar el nimero de rebafios que
comparten pastos (Gay et al., 1996). Por otra parte, AM es una raza actualmente bajo un
programa de conservacion, en la cual el uso de toros comunales es mas frecuente que en
AV. Esta practica podria favorecer la diseminacion de la enfermedad en el caso de usar
toros infectados. Otra diferencia a resaltar es que los toros de la raza AV normalmente
permanecen en las granjas durante el periodo de pastoreo a diferencia de los toros de AM,
gue suelen subir a los pastos comunales. En resumen, los resultados de este estudio
indican que la tricomonosis bovina esta presente en el ganado vacuno de cria en sistemas
de montafa, sin embargo la prevalencia puede variar considerablemente dependiendo de

las practicas ganaderas utilizadas en los rebafios.

Como ya se ha indicado en numerosas ocasiones a lo largo de esta tesis, la aplicacién
de la reforma de la PAC ha favorecido el uso de sistemas extensivos, y en particular los
localizados en zonas de montafia. De esta forma, la conservacion de la biodiversidad de
estos habitats, depende exclusivamente del pastoreo y del uso de razas autoctonas, que
por su facil adaptacion al medio y la capacidad para aprovechar los recursos disponibles
mediante el pastoreo, son capaces de resistir a condiciones muchas veces inhospitas. En
este sentido, la eficiencia reproductiva es el factor de mayor impacto econémico en los
sistemas de vacuno de cria, ya que condiciona el nimero de terneros destetados y
vendidos por vaca y afio, y por tanto la rentabilidad y sostenibilidad de la explotacion. La
tricomonosis bovina, es un problema en las explotaciones que usan la monta natural y
pueden persistir en rebafios de forma endémica sin ser detectada durante periodos largos

de tiempo, dando lugar principalmente a un aumento en el intervalo entre partos y una
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disminucion del nimero de terneros. Teniendo en cuenta los resultados de prevalencia
obtenidos en la raza de AM, la tricomonosis bovina podria constituir, un importante
factor limitante en la productividad de estas explotaciones. En el tercer objetivo de esta
tesis se analizo el impacto de la tricomonosis sobre la eficiencia reproductiva y la eficacia

de las medidas de control en los rebafios de la raza AM.

Las pérdidas econdmicas debidas a la infeccion por T. foetus han sido principalmente
estimadas utilizando modelos de simulacién, describiendo una reduccion del 14-50% en
el numero de terneros nacidos/afio (Rae, 1989). Las pérdidas asociadas a la infeccién
pueden ser dificiles de reconocer y la evaluacion de los datos productivos del rebafio esta
limitada por la exactitud de la informacion suministrada por el ganadero. En nuestro
estudio, se han recogido la fecha de parto y el porcentaje de vacas paridas o terneros/afio
para evaluar la eficiencia reproductiva del rebafio. Los rebarios infectados presentaron un
alargamiento del intervalo entre partos y disminucion del numero de terneros/afio,
suponiendo un 68,8% menos de ingresos anuales. El alargamiento del intervalo entre
partos se traduce en un exceso de dias abiertos, ocasionando pérdidas por el coste de
mantener las vacas abiertas. En otras razas de carne manejadas en sistemas de pastoreo de
montafa similares, como explotaciones de las razas Pardo suiza o Pirenaica, se estimé un
coste diario por vaca de 1,6€ (Garcia-Martinez, 2008). Por lo tanto, el coste del retraso de
79 dias podria causar pérdidas de aproximadamente 126€ por vaca. Por otra parte, cabe
destacar las consecuencias indeseables que se producen en el manejo de las explotaciones
cuando los intervalos entre partos se prolongan. En los rebafios infectados, la produccién
de terneros también se redujo en un 17,7% por fallos o retrasos en la concepcion. Estos
hallazgos apoyan resultados anteriores, que describen una reduccién de la produccion de

terneros de 18% y un aumento en el intervalo entre partos (Clark et al., 1983).

Por su parte, el peso de los terneros al destete es otro factor de gran importancia que
condiciona la productividad del rebafio. EI manejo reproductivo en los sistemas de
vacuno en zonas de montafia gira alrededor de la planificacion de la época de partos
(Garcia-Dory, 1980; Serrano et al., 2002). En las explotaciones de AM, el periodo de
cubricion ocurre a finales de invierno y principios de primavera en los prados cercanos a
la explotacion o en los pastos comunales en las montafias, produciéndose por tanto la
concentracion de la paridera en los meses de primavera, coincidiendo con una mayor

abundancia de pastos para asegurar una buena condicion corporal de la madre y el
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ternero, suprimiéndose de esta manera los costes de suplementacién con forraje o
concentrados. Los terneros acompafian a las madres, siendo destetados gradualmente
cuando empiezan a consumir pasto (a partir de los 4 meses). En nuestro estudio, las
explotaciones infectadas presentaron un retraso y dispersion en la paridera, dando lugar a
lotes de terneros con diferente edad lo que ademaés dificulta su manejo. En estas
circunstancias, se produce también la imposibilidad de vender los terneros al destete o
cebados en los meses de mayor demanda. Adicionalmente, aquellos terneros que nacen
tarde durante la época de cria, iniciaran el consumo de pastos en el verano, cuando la
calidad y cantidad es peor. Por tanto, es importante la repercusion en los costes de
alimentacion cuando los partos se producen en épocas desfavorables, disminuyendo la
época de amamantamiento y engorde del ternero y reduciéndose, por tanto, su peso final.
Aunque no se pudieron obtener los pesos de los terneros al destete, es de suponer que
estos animales tendrian pesos inferiores en el momento de su venta. Considerando que un
ternero de AM gana aproximadamente 0,7-0,8 kg/dia (Osoro et al., 1999), aquellos
terneros procedentes de explotaciones infectadas podrianllegar a tener 25-28 kg menos en
el momento del destete (5-7 meses de edad), traduciéndose en una pérdida de casi 53€ por
cada ternero nacido en una estacion reproductiva (aproximadamente 16,3%), lo que al
final se traducird en importantes pérdidas econémicas para el productor. A todas estas
pérdidas econdmicas, habria que sumar otras mas dificiles de cuantificar como las
derivadas de los servicios veterinarios, pérdidas en la mejora genética del rebafio debido
al sacrificio de animales infectados y un aumento en la tasa de reposicion (BonDurant,
1997). Este escenario representa unas importantes pérdidas econdémicas para los
productores de AM, que suelen operar en niveles marginales de beneficios.

Como consecuencia de las pérdidas econdmicas observadas, se puso en marcha un
plan de control de la enfermedad. Las medidas de control varian en funcion de si lo que se
pretende es prevenir, controlar o erradicar la enfermedad abarcando desde acciones
minimas (por ejemplo, la monitorizacion en los paises libres de la infeccion), cambios en
el manejo reproductivo y de rebafio (1A, separacion del rebafio en grupos de alto y bajo
riesgo, sacrificio de toros positivos, etc.) y programas de vacunacion (revisado en Rae
and Crews, 2006; Campero and Gottstein, 2007). La eficacia de estas medidas puede
variar considerablemente segin la prevalencia de la infeccion y la exposicién a
determinados factores de riesgo. En esta tesis se determino la eficacia de un plan de

control basado en el diagnostico y sacrificio de los toros infectados antes de la época
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reproductiva en explotaciones donde se habia observado una alta prevalencia (41,5%) y
donde estan presentes factores de riesgo como son pastos comunales, alta proporcion de
toros mayores de 3 afios y el uso de toros compartidos. A menudo, es dificil observar
cambios en la eficiencia reproductiva del rebafio analizando los indices reproductivos de
una unica época reproductiva. En la tricomonosis bovina cuando las vacas experimentan
una primoinfeccion, las mayores pérdidas ocurren en el primer y segundo afio,
observandose una reduccion en el ndmero de terneros del 17,6% y 28,6%,
respectivamente (Clark et al., 1983). Por esta razon, se recogieron datos reproductivos
durante los dos primeros afios después de la puesta en marcha del plan de control. Como
consecuencia de la adopcion de las medidas de control en las explotaciones infectadas de
AM, se observd una mejora en los indices reproductivos durante los dos afios posteriores
a la eliminacion de los toros infectados. Concretamente, se observo un acortamiento
medio del intervalo entre partos de 59 dias después del primer afio post-sacrificio y de 98
dias en el segundo afio, obteniéndose valores similares a los observados en los rebafios no
infectados (media de 450 dias de intervalo entre partos). Asimismo, el porcentaje de
terneros nacidos por afio se incrementd un 17,7% siendo similar al observado en los
rebafios del grupo no infectado. El diagndstico anual y sacrificio de los toros infectados es
una medida eficaz, que mejord significativamente los indices reproductivos, reduciendo
por tanto, las pérdidas econdmicas. En estudios previos se ha descrito un aumento de la
tasa de partos en rebafios que han resuelto la infeccion (Ball et al., 1987) y porcentajes de
gestacion entre 74-85% (Skirrow et al., 1985).

La eficacia de las medidas de control se evalu6 también comparando la prevalencia
antes y después del sacrificio de los sementales infectados, observandoseuna reduccion
de la prevalencia de T. foetus a nivel individual y de rebafio. Sin embargo, en el segundo
afio la prevalencia no disminuyd y la incidencia fue del 22,72%, lo que podria atribuirse
principalmente a la presencia de factores de riesgo asociados a la enfermedad. La
eliminacidon de la enfermedad en los rebafios de AM utilizando el diagnostico y sacrificio
de toros infectados sin la realizacion de cambios sustanciales en el manejo de los
animales, parece poco probable. En los rebafios de AM, la existencia de una alta
proporcién de toros mayores de 3 afios (mas del 50%) y otros factores de riesgo presentes
en el manejo tradicional de la raza (monta natural, pastos comunales y toros

compartidos), en combinacion con la falta de pruebas diagnosticas anuales para la
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deteccion de enfermedades venéreas, representan una situacion compleja para el control

de la tricomonosis bovina.

En los Estados Unidos, el diagndstico de la tricomonosis bovina en sementales o
animales de cria es obligatorio en muchos estados (Szonyi et al., 2012; Yao, 2013),
mientras que en Espafa es de caracter voluntario. Para que un plan de control basado en el
diagnostico y sacrificio de los toros infectados sea eficaz, es necesario controlar las
fuentes externas de infeccidn o transmision. El aprovechamiento de los pastos comunales,
supone un beneficio evidente, no solo en el aspecto econdémico, para las explotaciones
gue hacen uso de él, sino también en el paisajistico y medioambiental. Sin embargo el uso
de estos pastos, supone un riesgo sanitario al existir contacto entre animales de diferente
origen y estado sanitario. Para que los rebafios continien con el sistema de
aprovechamiento de pastos, tan beneficioso en todos los ambitos, minimizando los
factores negativos, es necesario buscar medidas de control mediante la implicacion de
normas de uso comunes de estos sistemas comunales. En aquellos rebafios en los que se
utilizan pastos comunales, es recomendable la colaboracion de todos los usuarios para
analizar todos los toros de las explotaciones que comparten los pastos de forma anual
(preferiblemente dos o tres diagndsticos). Los toros infectados deben ser sacrificados y
solo los toros negativos o jovenes deben ser permitidos en las areas de pastoreo. Estas
medidas requeriran la colaboracion interdisciplinaria de ganaderos, veterinarios y la
administracion local para construir una infraestructura apropiada para detectar y
responder a los efectos de la enfermedad. Los resultados obtenidos en este estudio son por
tanto de gran valor para la planificacion de estrategias de control frente a esta

enfermedad.

Sin embargo, en zonas donde no se puedan llevar a cabo estas medidas y existan los
factores de riesgo antes descritos, ademas del diagnéstico anual de los toros, la
vacunacion podria ser otra medida de control beneficiosa en rebafios. En estas situaciones,
estudios matematicos de simulacion (Villarroel et al., 2004) en los que se analizé el
beneficio potencial de la vacunacién tomando en consideracion diferentes factores de
riesgo, los costes de la vacuna, servicios veterinarios y el valor de los terneros destetados,
demostraron que la vacunacion fue la medida de control més beneficiosa, principalmente en
aquellas explotaciones donde se usaban pastos comunales, no realizaban pruebas

diagndsticas en los toros y al menos dos tercios de los toros utilizados eran mayores de 3
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afios. La vacunacion disminuiria significativamente las pérdidas econémicas ocasionadas
por la infeccion al aumentar el nimero de terneros nacidos. Sin embargo, es importante
sefialar que estos estudios de simulacion estan realizados tomando como referencia granjas
de Estados Unidos (tamafio>100 animales; ratio vaca-toro de 25:1), por lo que los resultados
pueden variar en funcion de las caracteristicas de las explotaciones. Aunque la eficacia de la
vacunacion no es del 100%, su empleo permitiria generar una respuesta inmunitaria que
redujera el tiempo de infeccién en las hembras vacunadas antes de que sea un riesgo para
el embridn/feto, disminuyendo las pérdidas econdmicas asociadas a esta enfermedad
(BonDurant et al., 2005; Cobo et al., 2002). Este efecto se traduce en un menor numero de
servicios (1,44 vs 1,73 en no vacunados; P<0,16), mayor porcentaje de animales gestantes
al primer servicio (66,7% vs 33,3%; P<0,05) (Hudson et al., 1993) y de vacas paridas
(62,5% vs el 31,5%; P<0,001), representando una reduccién de pérdidas
embrionarias/fetales del 56,4% (Kvaniska et al., 1992). En Norteamérica, la mayor parte
de los paises sudamericanos, Australia y Nueva Zelanda se comercializan productos
vacunales. En Europa, no existe ninguna vacuna disponible para el control de la
tricomonosis bovina, por lo que la elaboracion de autovacunas con cepas de campo es una
opcidn a tener en cuenta. Sin embargo, la eficacia de estas vacunas se desconoce. La
induccién de una respuesta inmunitaria a nivel de mucosas en el tracto genital es de gran
importancia para la proteccion frente a enfermedades de transmision sexual. En este sentido,
la utilizacion de nuevos adyuvantes y la via de inoculacién, podrian mejorar la eficacia de

las vacunas frente a la tricomonosis.

Esta tesis doctoral supone en su conjunto un avance significativo en el conocimiento
de la epidemiologia, impacto economico y control de la tricomonosis bovina en nuestro
pais. Los resultados obtenidos sefialan que la enfermedad esta presente en los sistemas de
cria de bovino de montafia, causando importantes pérdidas econdémicas y con una
importante repercusion en la eficiencia reproductiva en las explotaciones afectadas. De
esta forma, se ha detectado un problema grave y desatendido hasta el momento,
poniéndose de manifiesto la necesidad de incluir esta enfermedad en el diagnostico
rutinario en explotaciones con monta natural y establecer planes para su control.
Asimismo los resultados obtenidos podrian sugerir una re-emergencia de la tricomonosis
bovina, no solo en Espafia, si no en otras zonas de Europa donde el ganado bovino de

carne se maneja en condiciones extensivas y estan presentes factores de riesgo.
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OBJETIVO 1. Validacién de los métodos de diagndstico de la tricomonosis bovina

en muestras de campo.

Primera. Para el diagnostico de la tricomonosis bovina en toros, se recomienda realizar
la recogida de esmegma prepucial en el toro mediante un raspado de la mucosa prepucial
del toro, utilizando preferentemente un raspador. Este presenta ciertas ventajas frente a la
recogida de la muestra utilizando una pipeta de inseminacion artificial: mayor rapidez y
facilidad en la toma de muestras, obtencidn de una muestra mas concentrada y con menor

contaminacion.

Segunda. Se ha demostrado la utilidad del medio comercial InPouch y la técnica de PCR
para la deteccion de T. foetus en muestras de esmegma prepucial, especialmente cuando
esta Ultima se aplica directamente sobre la muestra de esmegma prepucial. Sin embargo,
para el diagnostico de rutina y con el fin de evitar falsos positivos 0 negativos, se
recomienda la combinacion del cultivo del parésito junto con la técnica de PCR.

OBJETIVO 2. Estudio de la prevalencia y factores de riesgo de la infeccion por T.
foetus en explotaciones de vacuno de carne en sistemas extensivos de montara de las

razas Asturiana de la Montafa y Asturiana de los Valles.

Primera. Se ha observado que la tricomonosis bovina esta presente en las explotaciones
bovinas de las razas Asturiana de la Montafa y Asturiana de los Valles. La edad del toro
fue el Unico factor de riesgo identificado en nuestro estudio, siendo la infeccién mas

frecuente en toros mayores de 3 afios de edad.

Segunda. Los resultados obtenidos en la raza Asturiana de la Montafia muestran una alta
prevalencia de infeccion por T. foetus en la poblacién muestreada, siendo superior que la
encontrada en Asturiana de los Valles. Estas diferencias podrian ser debidas a variaciones
en las practicas ganaderas utilizadas en los rebafioscomo el uso de inseminacién artificial,

edad de los toros, uso de pastos compartidos y toros compartidos.
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OBJETIVO 3. Estudio del impacto de la tricomonosis bovina sobre la eficacia
reproductiva y eficacia de las medidas de control en los sistemas de vacuno de cria
de la raza Asturiana de la Montafia.

Primera. La tricomonosis bovina tuvo importantes repercusiones en la eficiencia
reproductiva en las explotaciones de Asturiana de la Montafia. Los rebafios infectados
presentaron un alargamiento del intervalo entre partos y disminucion del numero de

terneros/afio, traduciéndose en una reduccion importante de los ingresos economicos.

Segunda. En relacion con las medidas de control, el diagnostico anual y sacrificio de los
toros infectados mejora significativamente los indices reproductivos de las explotaciones
de Asturiana de la Montafa, reduciendo por tanto, las pérdidas econémicas causadas por
la enfermedad. Sin embargo, esta medida no fue totalmente eficaz en el control de la
infeccion al existir una prevalencia elevada y mantenerse los factores de riesgo de la
enfermedad, como una alta proporcién de toros mayores de 3 afios, uso de pastos

comunales y ausencia de pruebas diagndsticas obligatorias para esta enfermedad.
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OBJECTIVE 1.Validation of diagnostic methods for bovine trichomonosis in field
samples.

First. For bovine trichomonosis diagnosis, it is recommended to collect preputial
smegma samples from the bull by scraping, preferably using a plastic brush. This scraper
shows advantages over the use of an artificial insemination pipette being the procedure

faster and easier and obtaining a more concentrated and less contaminated sample.

Second. The InPouch™ TF test and the PCR have proven very useful for detection of T.
foetus in preputial smegma samples, particularly when PCR is performed directly on the
smegma sample. However, for routine diagnosis, in order to avoid false positives or false

negatives, the combination of parasite culture and PCR is recommended.

OBJECTIVE 2. Prevalence and risk factors associated to infection with T. foetus in
the Asturiana de la Montaia and Asturiana de los Valles beef cattle breeds

managed under extensive mountain pastoral systems.

First. Bovine trichomonosis is present in Asturiana de la Montafia and Asturiana de los
Valles herds. Bull age was the only risk factor identified in the present study, being
infection more frequent in bulls older than three years of age.

Second. The results obtained in the Asturiana de la Montafia breed show a high
prevalence of infection with T. foetus in the sampled population, being higher than that
found in the Asturiana de los Valles breed. These differences could be due to variations in
the management practices such as the use of artificial insemination, the age of the bulls,

the use of communal pastures and sharing bulls.

OBJECTIVE 3. Impact of trichomonosis on the reproductive performance and

efficacy of control measures on the Asturiana de la Montafa beef cattle breed.
First. Bovine trichomonosis had a significant impact on the reproductive performance in

Asturiana de la Montafia herds. Infected herds showed prolonged calving intervals and a
calf crop decrease, leading to an important income reduction.
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Second. In relation to the control measures, annual testing and culling of infected bulls
improves significantly reproductive parameters in Asturiana de la Montafa herds,
reducing thereby the economical losses caused by the disease. However this measure was
not totally effective to control the disease due to the high prevalence and the maintenance
of risk factors for the disease: high percentage of bulls over three years of age, use of

communal pastures and lack of compulsory testing for this disease.

126



RESUMEN / SUMMARY







Resumen / Summary

La tricomonosis bovina es una enfermedad de transmision sexual del ganado bovino
que cursa con fallo reproductivo temprano y es frecuente en los sistemas de explotacion
extensivos donde se utiliza la monta natural. El agente etioldgico es Tritrichomonas
foetus, protozoo perteneciente a la familia Trichomonadidae. Su transmision se produce
principalmente por via venérea, los toros se infectan durante la cubricién de vacas
infectadas quedando como portadores asintomaticos y constituyendo la principal fuente

de infeccion en los rebafios.

En Europa, gracias al uso de la inseminacion artificial (1A), actualmente, la infeccién
se considera practicamente erradicada. Sin embargo, en los Gltimos afios la Politica
Agraria Comun (PAC) ha promovido la extensificacion de la produccion bovina en
Europa. En Espafia, se ha traducido en un cambio significativo en el sector vacuno, con
una reduccién importante y progresiva en el censo del vacuno de leche y un aumento de
las vacas de carne. Dentro de dicho sector debemos destacar el vacuno de cria, cuyo censo
e importancia ha ido aumentando, favorecido por las primas de la Union Europea a las
vacas nodrizas y a los sistemas extensivos ligados al uso del territorio. En estos sistemas
se ha vuelto al uso de métodos tradicionales, como los pastos comunales y el uso de la
monta natural. Todo ello, unido a la libre circulacion de animales de estado sanitario
incierto, podria favorecer la re-emergencia de la tricomonosis bovina. El objetivo general
de esta tesis doctoral fue el estudio de la epidemiologia, impacto econémico y control de
la tricomonosis bovina en dos razas representativas del sistema de vacuno cria en Espafia
en las zonas de montafia: las razas Asturiana de los Valles (AV) y Asturiana de la
Montafia (AM).

Para llevar a cabo este estudio, se abordd en primer lugar una validacion de la
metodologia para la deteccion de T. foetus. Es fundamental que la toma de muestras y la
deteccion del agente en el laboratorio se realicen siguiendo procedimientos normalizados
y validados. Las técnicas del cultivo del parésito y PCR presentan en general una
adecuada sensibilidad pero en condiciones de campo el diagnostico se dificulta. Por estos
motivos, en el primer objetivo de esta tesis doctoral, se compararon diferentes métodos de
recogida del esmegma prepucial (pipeta de IA y raspador), dos medios de cultivo para T.

foetus (InPouch y TFTM-Diamond), comparandose a su vez con la técnica de PCR.
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También se probaron dos metodos de extraccion del ADN y la forma de conservar la

integridad del ADN de la muestra recién recogida hasta su llegada al laboratorio.

Segun los resultados obtenidos, se recomienda realizar un raspado de la mucosa
prepucial del toro, utilizando preferentemente un raspador ya que presenta ciertas
ventajas frente a la pipeta de IA, como una mayor rapidez, obtencion de una muestra mas
concentrada y con menor contaminacion. Asimismo, se ha demostrado la utilidad del
medio comercial InPouch y la técnica de PCR, especialmente cuando esta ultima se aplica
directamente sobre la muestra de esmegma prepucial. Sin embargo, para el diagndstico de
rutina y con el fin de evitar falsos positivos o0 negativos, se recomienda la combinacion

del cultivo del parasito junto con la técnica de PCR.

En el segundo objetivo se estudid la prevalencia y factores de riesgo de la infeccion
por T. foetus en rebafos seleccionados al azar de las razas AM y AV. Los resultados
obtenidos en la raza AM mostraron una alta prevalencia de la infeccion en la poblacion
muestreada, observandose una prevalencia individual del 32% y una prevalencia de
rebafio del 41,5%. En relacion a los factores de riesgo asociados a la enfermedad, la edad
del toro fue el Unico factor de riesgo identificado en nuestro estudio, siendo la infeccién
mas frecuente en toros mayores de 3 afios de edad. En lo que se refiere a la raza AV, el
muestreo se realizo en dos tipos de sistemas: toros de explotaciones permanentes en zonas
de valle o sistema estante y toros de explotaciones con sistema de transtermitancia
valle-puerto, que al igual que en la raza AM usan pastos comunales. La prevalencia de la
infeccion en la raza AV (prevalencia individual 4% y prevalencia de rebafio 5,2%) fue
significativamente menor que la observada en AM, a pesar del hecho de que ambas razas
comparten el mismo nicho ecologico. Estas diferencias pudieron ser debidas a
variaciones en las practicas ganaderas utilizadas en los rebafios de AV, como el uso de
IA, toros mas jovenes y uso de pastos compartidos con menor nimero de rebafios. Por
otra parte, AM es una raza actualmente bajo un programa de conservacion, en la cual el
uso de toros comunales es mas frecuente que en AV. Esta préactica podria favorecer la

diseminacion de la enfermedad en el caso de usar toros infectados.

En el tercer objetivo de esta tesis se analizd el impacto de la tricomonosis sobre la
eficiencia reproductiva y la eficacia de las medidas de control en los rebafios de la raza

AM. Los rebafos infectados presentaron un alargamiento del intervalo entre partos (79
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dias), y una disminucion del namero de terneros/afio (17%), que supondrian un 68,8%
menos de ingresos anuales. Como consecuencia de las pérdidas econdmicas estimadas, se
puso en marcha un plan de control de la enfermedad basado en el diagndstico y sacrificio
de los toros infectados. Como resultado, se observé un acortamiento medio del intervalo
entre partos de 59 dias después del primer afio post-sacrificio y de 98 dias en el segundo
afio, obteniéndose valores similares a los observados en los rebafios no infectados (media
de 450 dias de intervalo entre partos). Asimismo, el porcentaje de terneros nacidos por
afio se incremento un 17,7% siendo similar al observado en los rebafios del grupo no
infectado. Por tanto, el diagndstico anual y sacrificio de los toros infectados fue una
medida eficaz, que mejoro significativamente los indices reproductivos, reduciendo por
tanto las pérdidas econémicas. La eficacia de las medidas de control se evalué también
comparando la prevalencia antes y después del sacrificio de los sementales infectados,
observandose una disminucion significativa de la prevalencia de rebafio del 41,5% al
17%-19%. Sin embargo, en el segundo afio la prevalencia no disminuyd y la incidencia
fue del 22,72%. Este hecho podria atribuirse principalmente a la presencia y persistencia
de factores de riesgo asociados a la enfermedad, como la existencia de una alta
proporcidn de toros mayores de 3 afios (mas del 50%) y otros factores de riesgo presentes
en el manejo tradicional de la raza (monta natural, pastos comunales y toros
compartidos), en combinacion con la falta de pruebas diagnosticas periddicas obligatorias
para la tricomonosis. En este sentido, la vacunacion podria ser una medida de control

beneficiosa en rebafios expuestos a factores de riesgo.

Esta tesis doctoral supone en su conjunto un avance significativo en el conocimiento
de la epidemiologia, impacto econdémico y control de la tricomonosis bovina en Espafia.
Los resultados obtenidos sefialan que la enfermedad estd presente en los sistemas
extensivos de montafia, causando importantes pérdidas econdmicas, y teniendo una
importante repercusion en la eficiencia reproductiva en las explotaciones afectadas. Se
pone en evidencia, por tanto, un problema grave y desatendido hasta el momento y se
sugiere la necesidad de incluir esta enfermedad en el diagnostico rutinario en
explotaciones con monta natural y establecer planes para su control. Asimismo los
resultados obtenidos alertan sobre la re-emergencia de la tricomonosis bovina, en Espafia
y sugieren la posibilidad de que este hecho este aconteciendo en otras zonas de Europa
donde el ganado bovino de carne se maneja en condiciones extensivas y estan presentes

factores de riesgo.
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Bovine tricomonosis is a sexually transmitted disease in cattle causing early
reproductive failure. The disease is common in areas where beef cattle are managed under
extensive conditions and natural breeding is used. Tritrichomonas foetus is the aetiologic
agent, belonging to the family Trichomonadidae. BT is a venereal disease and bulls
become infected when natural mating is used remaining as asymptomatic carriers, and

being the main source of infection in herds.

In Europe, the use of Artificial Insemination (Al) has greatly reduced the ocurrence of
the disease. However, in the last few years the Common Agricultural Policy (CAP) has
encouraged the extensification of bovine production in Europe. InSpain, this has led to
significant changes in cattle production systems with a significant and progressive
reduction in dairy cattle census and increased beef cows. Within this sector, we must
emphasize rearing calves, its census has increased due to the direct payments and
subsidies of the European Union to sucker cattle and the systems linked to land use. In
these systems they have returned to the use of traditional methods such as grazing on
public land, use of communal bulls and natural breeding. Additionally, there is free
movement of animals of unknown health status. These practices could lead to the
re-emergence of BT. The general objective of this doctoral thesis was the study of
epidemiology, economic impact and control of BT in two representative beef breeds in
extensive mountain system in Spain: Asturiana de los Valles (AV) and Asturiana de la
Montafia (AM).

For this purpose, a validation of the methodology for the detection of T. foetus was
performed in the first place. It is paramount that sample collection and detection of the
agent in the laboratory follow normalized and validated procedures. Culture and PCR
techniques present an overall adequate sensitivity and specificity but under field
conditions, diagnosis is difficult. Therefore in the first objective of this doctoral thesis,
different methods of collecting preputial smegma (Al pipette vs plastic scraper), two T.
foetus culture media (In Pouch vs TFTM-Diamond) and PCR were compared. For the
latter, two DNA extraction protocols and how to preserve the integrity of DNA in the

freshly collected sample until arrival at the laboratory were tested.

According to the results obtained, scraping the preputial mucosa with a plastic scraper

is recommended since it shows certain advantages over the Al pipette being the procedure
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faster and easier and obtaining a more concentrated and less contaminated sample: it is
faster, obtaining a more concentrated and less contaminated sample. In addition, the
InPouch™ TF test and the PCR have proven very useful for detection of T. foetus in
preputial smegma samples, particularly when PCR is performed directly on the smegma
sample. However, for routine diagnosis, in order to avoid false positives or false

negatives, the combination of parasite culture and PCR is recommended.

In the second objective the prevalence and risk factor associated with BT in bulls from
randomly selected herds of AM and AV breeds was investigated. The results obtained in
the AM breed showed a high prevalence of T. foetus infection in the sampled population,
having found an individual bull prevalence of 32 % and a herd prevalence of 41.5 %. In
relation to the risk factors associated with the disease, bull age was the only risk factor
identified in the present study, being infection more frequent in bulls older than three
years of age. Regarding the AV breed, sampling was performed on two different types of
systems: AV herds grazing in pastures of lowlands throughout the whole year and herds
using the traditional mountain system, grazing in communal pastures like the AM breed.
T. foetus prevalence in AV breed (individual prevalence 4% and herd prevalence 5.2%)
was significantly lower than that found in the AM breed, in spite of sharing ecological
niches. These differences could be due to variations on the management practices of the
cattle in the AV herds, such as: the practice of Al, younger bulls, and use of shared
pastures with fewer herds. Furthermore, AM is a breed currently under a conservation
program. This fact has promoted the use of communal bulls. Therefore, infected bulls
could increase the risk of disease spread.

In the third objective the effect of BT on reproductive performance and the
effectiveness of control measures in AM herds was evaluated. In infected herds, calving
intervals were significantly prolonged (79 days) and a reduction in the number of
calves/year (17%) was observed which would mean a 68.8% decrease in annual revenue.
In light of the economic consequences of the infection, a control program based on
detection and culling of the infected bulls was conducted. As a result, the calving interval
decreased by about 59 and 98 days after the first and second year post-culling
respectively, and no statistically significant differences were observed when compared to
those in uninfected herds (average 450 days of calving intervals). Moreover, after the

implementation of a control program, a 17.7% increase in calves born per year was
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recorded and cows became pregnant in a similar proportion to non-infected herds.
Therefore, testing and culling infected bulls was an effective measure to improve
reproductive efficiency and to reduce economical losses. Additionally, control measures
were evaluated by comparing the prevalence of T. foetus infection before andafter culling
infected bulls, showing a significant reduction of herd prevalence from 41.5% to
17%-19%. However, in the second year the prevalence did not decrease and the incidence
was 22.72%, which could be attributed mainly to the presence and persistence of putative
risk factors associated to BT such as the existence of a high proportion of bulls older than
3 years old (over 50%) and other potential risk factors present in the traditional
management of this breed (natural mating, communal grazing on public lands and shared
bulls) combined with the lack of regular monitoring programs mandatory for
trichomonosis. Therefore, vaccination could be a feasible control measure in herds

exposed to risk factors.

This doctoral thesis is a significant advance in the understanding of the epidemiology,
economic impact and control of BT in Spain. The results reported here indicate that BT is
present in extensive mountain systems, causing significant economic losses, and having a
major impact on reproductive efficiency in affected herds. It demonstrates therefore a
serious and neglected problem and suggests the need to include this disease in routine
diagnosis in natural breeding farms and to establish plans for its control. Furthermore, the
results obtained confirm the re-emergence of bovine trichomonosis in Spain and suggest
the possibility that this could also take place in other parts of Europe where beef cattle are

managed in extensive conditions and risk factors are present.
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