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Resumen

La aptitud reproductora de los sementales afecta de manera directa a la fertilidad de los rebafios de va-
cuno de carne, estando aquella condicionada, entre otros factores, por la incidencia de enfermedades
reproductivas. Mediante la realizacién de espermiogramas y analisis de esmegmas prepuciales a 216 mues-
tras de esperma de sementales de carne de Castilla y Ledn se estudio la aptitud reproductora, la incidencia
de Trichomonas foetus y Campylobacter spp. y su potencial influencia sobre la calidad del semen bovino.
Se observé una elevada incidencia de campilobacteriosis (35 % de las muestras) y relativamente baja de
tricomonosis (5 %), sin que se observara un claro efecto sobre la calidad seminal, la cual fue muy baja'y
disminuyé drasticamente con el tiempo transcurrido desde la obtencién de las muestras hasta su anali-
sis. Todo ello afecta negativamente al rendimiento reproductivo de este tipo de ganaderia.
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Breeding soundness and incidence of Trichomoniasis and Campylobacteriosis in beef cattle bulls from
Castillay Le6n

Abstract

Bull breeding soundness (BBS) affects directly the fertility of beef cattle herds. BBS is also affected among
other factors, by the incidence of reproductive diseases. Spermiograms and the incidence of Tri-
chomonas foetus and Campylobacter spp. in the preputial smegma were assessed on 216 samples from
bulls from beef herds of Castille and Leon. A high incidence of campylobacteriosis (35 % of the sam-
ples) and a relatively low incidence of trichomoniasis (5 %) were observed, without a clear effect on BBS.
Seminal quality was very low and decreased dramatically with the time elapsed since sample obtention
to analysis. All these factors adversely affect the herd reproductive performance.
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Introduccion

Los ultimos datos oficiales situan la tasa de
fertilidad media en vacuno de carne en el
70,5 % en Espana y el 74,6 % en Castilla y
Ledn (MAPA, 2018), comunidad auténoma
en la que se concentra el 27 % del censo de
vacas de carne de Espafia. Una de las bases
para maximizar la eficiencia reproductiva de
los rebafios de vacuno de carne es garantizar
la ausencia de enfermedades reproductivas.
Entre estas cabe destacar las producidas por
Trichomonas foetus y Campylobacter foetus
subsp. veneralis (Barth, 2018), cuya patogenia
y efectos negativos sobre la productividad de
los rebafios son conocidos; no obstante, es
habitual que la infeccion curse sin signos cli-
nicos en los machos y sin afectar a la calidad
seminal (Mendoza et al., 2012; Azpilicueta,
2014; Michi et al., 2016; Ortega-Mora et al.,
2021). Por otra parte, uno de los principales
problemas que se encuentran los técnicos de
laboratorio es la gran variabilidad en el tiem-
po que transcurre desde que se obtiene la
muestra hasta que llega al laboratorio y su
calidad seminal es finalmente analizada.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la in-
cidencia de Trichomonas foetus y Campylo-
bacter foetus subsp. veneralis en sementales
de ganaderias de vacuno de carne de Casti-
llay Ledn, asi como la evolucion de la calidad
seminal en el tiempo.

Material y métodos

Obtencion y analisis del semen

Entre junio de 2019 y junio de 2020 se to-
maron 216 muestras de esperma de otros
tantos sementales de aptitud carnica en ré-
gimen extensivo de diferentes razas (54 % li-
musin, 30 % charolés, 5 % rubio de Aquita-
nia, 5 % avilefo, 2 % pardo de montafa, 2 %
morucho y 2 % conjunto mestizo), con al

menos 4 semanas de reposo sexual, proce-
dentes de 35 ganaderias diferentes, distri-
buidas por las provincias de Salamanca, Avila
y Segovia. Las muestras fueron extraidas me-
diante electroeyaculacion (Palmer et al.,
2005) por personal entrenado y experimen-
tado, usando un electroeyaculador contro-
lado manualmente (Pulsator IV; Lane Manu-
facturing, Denver, CO, USA) con una sonda
rectal de 75 mm de didmetro provista de 3
electrodos orientados ventralmente. Las
muestras se trasladaron al laboratorio refri-
geradas (5 °C) y diluidas (Bioxcell, IMV Tech-
nologies, I'Aigle, Francia; factor de dilucién
1:2), donde se atemperaron gradualmente
(2 °C/min) hasta los 37 °C antes de ser some-
tidas a andlisis computacional utilizando el
sistema C.A.S.A. (Computer Assisted Sperm
Analyzer, ISAS v1.2). Se observaron 10 pL de
la muestra (portaobjetos, 26x76 mm; cubre-
objetos, 20x20 mm) a través del objetivo 40x
en un microscopio UB 200i provisto de placa
calefactora ISAS 782 M (PROISER, Valencia,
Espana). Se determiné la concentracion esper-
matica y los porcentajes de espermatozoi-
des moéviles progresivos, méviles no progre-
sivos y estaticos (Lorton, 2014). En funcion del
momento de llegada al laboratorio, las mues-
tras fueron analizadas a las 0 h, 24 h, 48 h,
72 h, 96 h, 120 h y 144 h tras su obtencion.

Obtencion y analisis del esmegma prepucial

Se tomaron muestras de esmegma prepucial
de los mismos toros introduciendo raspado-
res plasticos en la cavidad prepucial y reali-
zando 20-30 movimientos en sentido antero-
posterior (Mendoza-lbarra et al., 2012). El
material recogido se conservé (5 ml de tam-
pon fosfato salino, PBS, pH 7) y envi6 a tem-
peratura ambiente al laboratorio (Zootec-
nia, Analisis Cinicos Veterinarios, Salamanca)
para su andlisis mediante PCR cuantitativo en
tiempo real, empleando kits comerciales para
T. foetus y C. foetus veneralis (Genetic PCR
Solutions, Espafa). En funcién de la cantidad
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de material genético presente en las mues-
tras (estimado en funcion del nimero de ci-
clos de PCR, de un total de 45, necesarios
para que la muestra sea positiva), estas se cla-
sificaron en grados de infeccién bajo (>35 ci-
clos), medio (28-34 ciclos) o alto (<28 ciclos).

Analisis estadistico

Los datos de motilidad (espermatozoides
progresivos moviles) frente al tiempo desde
la obtencién de las muestras se ajustaron a
un modelo lineal logaritmico.

Los resultados de campilobacteriosis y trico-
monosis (postivo/negativo) se agruparon en
funcién de las horas transcurridas desde la
obtencién del semen hasta su analisis (6 h,
18 h y 24 h), descartandose las 31 muestras
que llegaron al laboratorio mas de 24 h des-
pués de su obtencion. Se realizaron pruebas
de normalidad (Shapiro-Wilk) y homogenei-
dad de las varianzas (Levene) antes de llevar
a cabo un ANOVA del efecto de la campilo-
bacteriosis sobre la motilidad espermatica
para cada grupo de horas y de la campilo-
bacteriosis y tricomonosis sobre el volumen
de esperma recogido y la concentraciéon esper-
matica. Para todos los andlisis se utilizo el
programa estadistico R (R Core Team, 2019).

Resultados y discusion

Se observé una incidencia de campilobacte-
riosis del 35 % de los animales muestreados,
que contrasta con la ausencia de positivos en-
contrada por Mendoza-lbarra et al. (2012) en
el norte de Espafia. De los sementales positi-
vos observados en el presente estudio, el
97 % presentaba un alto grado de infeccién,
frente un 3 % que presentaba un grado bajo.

Campylobacter tiene un claro efecto negati-
vo sobre el rendimiento reproductivo, ya que
provoca muerte embrionaria y abortos en
las vacas, dando lugar a repeticiéon de celos
(Mendoza-Ibarra et al., 2012). Sin embargo,
su efecto sobre la fertilidad de los machos no
es tan evidente, ya que, aunque se han des-
crito episodios pasajeros de infertilidad, lo
mas frecuente es que los toros sean porta-
dores asintomaticos (Silveira et al., 2018). En
linea con estos autores, en el presente estu-
dio, el analisis del efecto de la positividad a
Campylobacter sobre la motilidad de los es-
permatozoides no puso de manifiesto dife-
rencias en el recuento de espermatozoides
moviles progresivos (Tabla 1, Figura 1).

Por lo que respecta a la incidencia de tricomo-
nosis, esta fue del 5 % de los animales mues-
treados, prevalencia inferior a la encontrada

Tabla 1. Valor medio de porcentaje de espermatozoides moviles progresivos (en-
tre paréntesis nUmero de muestras) observados en el analisis de 185 muestras
analizadas a las 6 h, 18 h 'y 24 h post extraccién en funcién de la positividad a

Campylobacter spp.

Table 1. Average percentage of progressive motile spermatozoa (number of
samples in parentheses) observed in the analysis of 185 samples at 6 h, 18 h and
24 h post-extraction based on positivity to Campylobacter spp.

Campylobacter spp. RCME Valor P
Negativo Positivo
6h 39,8 (74) 34,8 (14) 19,17 0,376
18 h 33,0 (13) 33,0 (11) 12,75 0,989
24 h 29,5 (36) 33,1 (37) 15,16 0,313
Total 36,0 (123) 33,5 (62) 17,21 0,334

RCME = Raiz del cuadrado medio del error.
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Campilobacteriosis

Figura 1. Porcentaje de espermatozoides moéviles progresivos observados en muestras negativas (0) y
positivas (1) a campilobacteriosis analizadas a las 6 h, 18 h y 24 h tras la extraccién.

Figure 1. Percentage of progressive motile spermatozoa observed in campylobacteriosis negative (0) and
positive (1) samples analysed at 6 h, 18 h and 24 h post-extraction.

por Rojo-Montejo et al. (2014) en sementales
de la raza asturiana de la montafa y Men-
doza-lbarra et al. (2012) en el norte de Es-
pafa. De entre los animales positivos a trico-
monosis, un 83 % presentaban un alto grado
de infeccién y solo el 17 % un grado medio.

El bajo grado de incidencia no permite ex-
traer resultados concluyentes sobre su efecto
sobre la motilidad espermatica (Figura 2).

Los valores de concentracion espermatica y
volumen de esperma recogido fueron muy
variables. Asi, no se observaron diferencias
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Figura 2. Porcentaje de espermatozoides moéviles progresivos observados en muestras negativas (0) y
positivas (1) a tricomonosis analizadas a las 6 h, 18 h 'y 24 h tras la extraccion.

Figure 2. Percentage of progressive motile spermatozoa observed in trichomonosis negative (0) and posi-
tive (1) samples analysed at 6 h, 18 h and 24 h post-extraction.

significativas en la concentracién espermatica
debidas a la presencia de tricomonosis (637 y
244 x 10° espermatozoides/ml para animales
negativos y positivos, respectivamente; P =
0,475; RCME = 943,2) o campilobacteriosis
(580 y 733 x 10® espermatozoides/ml para
animales negativos y positivos, respectiva-

mente; P = 0,290; RCME = 941,7). Por su
parte, el volumen de esperma no varié en
respuesta a la tricomonosis (6,9 mly 11,0 ml
para animales negativos y positivos, respec-
tivamente; P = 0,173; RCME = 5,10) y mostré
una tendencia a disminuir en los animales
positivos a campilobacteriosis (7,5 mly 6,0 ml
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para animales negativos y positivos, respec-
tivamente; P = 0,054; RCME = 5,07). No obs-
tante, el recuento total de espermatozoides
no resulté afectado de manera significativa
en ningun caso (3716 y 3767 x 10° esperma-
tozoides para animales negativos y positivos
a campilobacteriosis, respectivamente; P =
0,949; RCME = 5103,6; 3758 y 2160 x 10° es-
permatozoides para negativos y positivos a
tricomonosis, respectivamente; P = 0,588;
RCME = 5099,7).

En el presente estudio se ha observado que
no es infrecuente que las muestras de semen

recogidas en campo para evaluar la calidad
seminal lleguen al laboratorio tras un perio-
do de tiempo muy variable después de ob-
tenidas, en ocasiones mas de 24 h (un 14 %
de las muestras). En este sentido, resulta re-
velador el analisis de la evoluciéon de la mo-
tilidad seminal frente al tiempo, sin que se
hayan observado diferencias entre los ani-
males positivos y negativos. Asi, la motilidad
disminuye de manera drastica en las prime-
ras 24 h tras la extraccion (Figura 3). Poste-
riormente sigue descendiendo de manera
mas moderada. Estos datos se ajustan a una
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Figura 3. Representacién del porcentaje de espermatozoides moviles progresivos frente al tiempo (h)

transcurrido desde la obtencién de las muestras.

Figure 3. Representation of the percentage of progressive motile spermatozoa versus the time (h)

elapsed since obtaining the samples.
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ecuacion logaritmica que explica cémo dismi-
nuye la motilidad en funcién del tiempo: mo-
tilidad = 55,0 - 10,9 x In (tiempo), [r? = 0,370;
P < 0,001), donde motilidad es el porcentaje
de moéviles progresivos y tiempo son las ho-
ras transcurridas desde la extraccion. El valor
de 55,0 se aproxima a la motilidad inicial me-
dia para todas las muestras, aceptable [el por-
centaje minimo de motilidad para considerar
a un toro apto se sitta en el 30 % (Chenoweth
y McPherson, 2016)], susceptible de mejorar
y que muestra el margen de mejora para lle-
gar a valores 6ptimos y lograr ganaderias mas
competitivas. Evidentemente, este valor de-
pende en gran medida de factores como la
edad, la actividad reproductiva previa, el pro-
ceso de obtencién de la muestra y su poten-
cial contaminacién, asi como las condiciones
de conservacion y analisis.

Los animales considerados como reproduc-
tores no aptos suponen un gasto en alimen-
tacién, cuidados y tratamientos, pero resul-
tan completamente improductivos dentro de
la granja. Asimismo, los animales positivos a
campilobacteriosis o tricomonosis actuan
como reservorios dentro del rebafo, contri-
buyendo a que la enfermedad y sus efectos
negativos (sintomas, riesgo sanitario, pérdidas
de produccién) persistan en la explotacion.

La tasa de incidencia de campilobacteriosis
observada en el presente estudio (35 %) hace
pensar que la prevalencia de esta infecciéon
en los rebafios puede ser todavia mas alta, lo
que puede suponer un grave problema sani-
tario a tener en cuenta.

La drastica disminuciéon de la calidad seminal
con el paso del tiempo pone de manifiesto la
necesidad de examinar la motilidad esper-
matica en los momentos inmediatamente
posteriores a la obtencién de las muestras.
Por otra parte, los valores de motilidad ob-
servados apuntan a la existencia de un gran
numero de toros no aptos para la reproduc-
cién en las ganaderias muestreadas. Finalmen-

te, se evidencia la necesidad de realizar eva-
luaciones sistematicas de la aptitud de los
sementales, ademds de implementar pro-
gramas sanitarios en las ganaderias para re-
ducir la dispersion de estas enfermedades.

Conclusiones

Se han observado tasas de incidencia de cam-
pilobacteriosis y tricomonosis del 35 % y 5 %,
respectivamente, en sementales de vacuno
de carne de Castilla y Ledn, sin que tengan
una relacién con la motilidad progresiva.
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