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Resumen

La tricomoniasis bovina es una enfermedad venérea causada
por Tritrichomonas foetus, responsable de pérdidas econdomicas
principalmente por infertilidad y aborto en vacas y vaquillonas.
El diagnostico se basa en el cultivo del protozoario y/o su de-
teccion por técnicas moleculares. En Uruguay el reporte mas
reciente del parasito data de 2005 en un feto bovino abortado.
El objetivo de este trabajo es comunicar la deteccion de 7. foetus
en esmegma prepucial de toros de Uruguay. Se evaluaron 310
muestras de esmegma prepucial de 121 toros de tambos y 189
toros de sistemas productivos de carne, mediante PCR y culti-
vo para 7. foetus. Los animales provenian de 56 establecimien-
tos (32 lecheros, 29 carniceros y 5 mixtos) distribuidos en 12
departamentos. En 2,25% (7/310) de las muestras se identifico
T. foetus por PCR seguida de secuenciaciéon gendmica de los
amplicones para la confirmacion, mientras que ninguna muestra
fue positiva por cultivo. Se observo un 5% (6/121) de positivos
en los animales destinados a la produccion lechera, todos ellos
provenian del mismo establecimiento. E1 ADN del parésito se
detecto en 1 (0,5%) de los 189 toros de carne que se analizaron.
El13.,4% (1/29) y 3,1% (1/32) de los establecimientos evaluados
que tenian toros de carne y leche, respectivamente, fueron po-
sitivos a 7. foetus. La PCR permite la deteccion de ADN de T.
foetus en muestras prepuciales de toros negativas por cultivo. La
infeccion por T foetus podria estar subestimada debido al uso
del cultivo como tinico método de diagndstico.
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Abstract

Bovine trichomoniasis is a venereal disease caused by Tritricho-
monas foetus. It is responsible for economic losses worldwide,
causing mainly infertility and abortion in cows and heifers. The
diagnosis of this disease is mainly based on microbiological cul-
ture and on molecular testing. In Uruguay the parasite has not
been reported since 2005. The aim of this study is to report the
detection of T foetus by PCR in preputial smegma from bulls
from dairy and beef Uruguayan farms. A total of 310 smeg-
ma samples, 121 from dairy-production-bulls and 189 from
meat-production-bulls, were sampled. Animals came from 56
farms distributed within 12 different departments of Uruguay.
While, the PCR analysis of preputial smegma identified 2.25%
(7/310) positive for T. foetus, no culture-positive samples were
detected. The parasite was detected in 5% (6/121) of the sam-
pled bulls for dairy production, these six animals were from the
same dairy farm. Tritrichomonas foetus was only detected in
one out of 189 animals from beef production. This study showed
that 3.4% (1/29) and 3.1% (1/32) of beef and dairy farms respec-
tively, were positive for T foetus infection. PCR is advantageous
over culture; therefore, it is an efficient and quick method for
the detection of T. foetus in preputial samples. The results of this
work suggest that the parasite detection may be underestimated
due to the use of only culture-based diagnostics.

Keywords: Venereal disease, PCR, Bovine trichomoniasis, 7i-
itrichomonas foetus, Uruguay.
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Introduccion

La tricomoniasis bovina es una enfermedad venérea causada por
el protozoario extracelular flagelado Tritrichomonas foetus (Rae
y Crews, 2006). La enfermedad estd mundialmente distribuida
(Yao, 2013), principalmente en regiones que utilizan la monta

natural como manejo reproductivo (Rae y Crews, 2006).

Los toros son portadores asintomaticos y diseminadores del pro-
tozoario. La transmision ocurre principalmente en el momento
del coito, aunque también puede ocurrir por inseminacion arti-
ficial (IA) ya que T. foetus puede permanecer viable en semen
criopreservado (Egleasome y Garcia, 1992). El parasito se aloja
en las criptas prepuciales y en la mucosa peneana de los toros
sin afectar la libido (BonDurant, 2005). En condiciones in vitro
el parasito altera la motilidad progresiva de los espermatozoides,
lo que sugiere una posible influencia negativa en la calidad se-
minal (Ribeiro et al., 2010).

La enfermedad afecta directamente el desempefio reproductivo
de las hembras, pudiendo obtenerse entre 45,3% y 57% de vacas
no prefiadas al final del servicio y, consecuentemente, una re-
duccion del 14% al 50% de la cantidad de terneros al pie de las
madres (Ondrak, 2016). Esto se debe a que la infeccion en vacas
y vaquillonas suele resultar en infertilidad, muerte embriona-
ria, piometra poscoital, aborto o maceracion fetal (BonDurant,
2005; Ondrak, 2016; Rae y Crews, 2006). Se ha estimado que
las pérdidas por vaca infectada con 7. foetus en lecherias de Ca-
lifornia, EEUU, han alcanzado los US$665 (Goodger y Skirrow,
1986). No se reportan en paises de Sudamérica estimaciones del
impacto econdmico de esta enfermedad.

Teniendo en cuenta el habitat de 7. foetus, el diagndstico de tri-
comoniasis bovina se ha basado en el cultivo y la examinacion
microscopica de muestras clinicas de esmegma prepucial de to-
ros (Clark y Diamond, 2002; Schonmann et al., 1994). Cuando
se producen pérdidas gestacionales, el mucus cervicovaginal de
vacas/vaquillonas afectadas, y los 6rganos y fluidos de los fetos
abortados representan muestras adecuadas para el diagnostico
(Bondurant, 2005).

Tritrichomonas foetus también puede ser detectada mediante
amplificacion de secuencias de ADN ribosomal por PCR con-
vencional con cebadores especificos que permiten la amplifica-
cion del gen 5.8S y secuencias ITS1 e ITS2 del parasito (Fel-
leisen et al., 1998). También se han desarrollado protocolos de
PCR cuantitativa o en tiempo real (qQPCR) que proporcionan
ademas de alta especificidad, una alta sensibilidad (McMillen y
Lew, 2006), aunque este ultimo abordaje es mas costoso que la
PCR convencional (Oyhenart, 2018).

La tricomoniasis bovina esta reportada en Argentina como una
enfermedad persistente en los establecimientos, con una preva-
lencia predial que varia del 3% al 19,4% en diferentes regiones
del pais (Molina et al., 2018a; Rojas et al., 2011; Suarez et al.,

2008). En la provincia de La Pampa se implementd, primero
en forma voluntaria y actualmente de forma obligatoria, el Pro-
grama Provincial de Control y Erradicacion de enfermedades
venéreas bovinas (tricomoniasis bovina y campilobacteriosis
genital bovina). Este programa demostré ser eficaz, reduciendo
la prevalencia predial de estas enfermedades de aproximada-
mente 10% a 3% en un periodo de 7 aflos (2007-2014), utili-
zando como diagndstico tinicamente el cultivo (Molina et al.,
2018b). En Brasil, considerando distintos estudios regionales,
la prevalencia a nivel de rodeos de tricomoniasis bovina es de
1,88% a 66,7% (Alves et al., 2011; Filho et al., 2018; Oliveira
et al., 2015), con regiones donde no se reporta la enfermedad
(Rocha et al., 2009).

En Uruguay la enfermedad se diagnostico por primera vez en la
década de 1940 en tambos, tanto en vacas como en fetos abor-
tados (Cassamagnaghi y Cassamagnaghi, 1943). Varias décadas
después se observo una frecuencia de 6,5% (50/768) de estab-
lecimientos positivos al parasito en la cuenca lechera del pais
(Errico et al., 1978; Herrera et al., 1986). La ultima referencia
del parasito data del afio 2005, cuando se report6 su observaci-
6n por campo oscuro en el liquido abomasal de un feto bovino
abortado, en coinfeccion con Campylobacter fetus subespecie
venerealis (Easton, 2006), otro agente abortivo de transmision
venérea. En un estudio a nivel nacional en ganado de carne, se
evaluaron por cultivo 1754 muestras de esmegma prepucial de
toros, sin deteccion de animales positivos para 7. foetus (Repiso
et al., 2005).

Sin embargo, debido que no se han implementado masivamente
programas de control y erradicacion de tricomoniasis bovina en
Uruguay, es esperable que la enfermedad continue presente en
los rodeos bovinos. El objetivo de este trabajo es mostrar el po-
tencial del uso de PCR para la deteccion de T. foetus en muestras
de esmegma prepucial de toros negativas por cultivo.

Materiales y métodos
Obtencion de las muestras

Entre julio de 2016 y febrero de 2019, se obtuvieron 310 mues-
tras de esmegma prepucial de toros de 56 establecimientos dis-
tintos, localizados en 12 departamentos de Uruguay (Tabla 1).

Se muestrearon 121 toros en 32 establecimientos de sistemas
productivos lecheros y 189 toros de 29 predios de produccion
de carne, 5 establecimientos tenian toros de leche y carne (ex-
plotaciones mixtas). Los muestreos se realizaron de dos formas
distintas: 1) directamente en establecimientos con problemas de
abortos ocasionados por diferentes y/o indeterminadas etiologi-
as (146 toros de 15 establecimientos) y 2) en dos plantas de fa-
ena, de toros sin conocimiento de los datos reproductivos de los
establecimientos. Se visitaron 15 establecimientos de los cuales
13 eran tambos y 2 predios dedicados a la ganaderia de carne,
tomandose muestras de 98 y 48 respectivamente (Tabla 2).
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Tabla 1: Cantidad de toros de lecheria y para carne mues-
treados segtin el departamento de origen.

Los toros aptos para el estudio habian estado en descanso repro-
ductivo por al menos 7 dias previo al muestreo. En los tambos,
los muestreos se realizaron de forma seriada con intervalos de
aproximadamente 7-10 dias entre muestreos, hasta completar
un total de 3, antes de ser considerados negativos. En los dos
predios dedicados a la produccion de carne sélo se realizé un
muestreo por motivos ajenos a este trabajo, debido a dificultades
de logistica. El esmegma en estos toros se obtuvo por el método
de raspaje prepucial (Tedesco et al., 1977) utilizando raspadores
estériles descartables. El raspador se introdujo en el orificio pre-
pucial, se alcanzo6 la mayor profundidad posible en la cavidad
prepucial y se realizaron entre 20 y 30 movimientos en sentido
anteroposterior. Inmediatamente el raspador se introdujo en tu-
bos de 15 mL de capacidad que contenian 8 mL de solucion sa-
lina tamponada con fosfato (PBS) sumergiendo toda la punta del
raspador y transfiriendo la mayor cantidad posible del esmegma
obtenido. Una vez obtenida la suspension se tomd 1 mL y se
inocul6 inmediatamente a un medio de cultivo comercial para
tricomonas (CMO0161, Oxoid Ltd, Basingstoke, UK). (CM0161,
Oxoid Ltd, Basingstoke, UK). Las muestras se enviaron a tem-
peratura ambiente al laboratorio de la Plataforma de Investiga-
cion en Salud Animal de Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA) para su procesamiento.

En los frigorificos, se obtuvieron muestras de 23 toros origina-
rios de 19 tambos y de 141 toros de carne provenientes de 27
predios distintos. Para obtener las muestras de esmegma prepu-
cial, la parte externa del pene y el prepucio fueron recuperados
postmortem y se raspd la mucosa prepucial con una espatula
descartable (Terzolo et al., 1992). Las muestras se transfirieron
a tubos con PBS estéril. La suspension asi obtenida se inoculd

para cultivo como se describi6 arriba.

Tabla 2: Identificacion, departamento, tipo de explotacion
y cantidad de toros muestreados en los establecimientos
visitados.

Cultivo de T foetus

Para cultivo de T. foetus se utiliz6 el medio de cultivo Tricho-
monas (CM0161, Oxoid Ltd, Basingstoke, UK) adicionado con
cloranfenicol 1% (100 pg/L; ION S.A., Montevideo, Uruguay)
y suero bovino inactivado por calor en bafio maria (8%; 56°C
por 30min), siguiendo las recomendaciones del fabricante. To-
das las muestras se incubaron a 37°C y alicuotas del cultivo se
examinaron en microscopio optico cada 24 horas durante 7 dias
(BonDurant, 2005). Para verificar cada lote de medio de cultivo
se inocularon al menos 5 tubos con una cepa viable de 7. foetus
mantenida en el laboratorio, siguiendo el protocolo descrito an-
teriormente.

PCR para la deteccion de 1. foetus

Para la extraccion de ADN, 2 mL de la suspension del esmegma
en PBS se centrifugaron a 9500 g por 1 minuto. Luego, el sobre-
nadante se descarto y la extraccion se realizo sobre el sedimento
utilizando el kit comercial “Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe
Miniprep Kit” (Zymo Research, USA) siguiendo las instruccio-
nes del fabricante.

Para la deteccion de T foetus se amplificé el gen que codifica
para el ARNr 5.8S y las regiones ITS1 e ITS2 utilizando los
cebadores TRF-3 (5’-CGGGTCTTCCTATATGAGACAGA-
ACC-3’) y TRF-4 (5-CCTGCCGTTGGATCAGTTTCGT-
TAA-3’ (Felleisen et al., 1998). Para cada reaccion se utilizaron
2,5 ul de MgCl, (25mM), 0,2 pl de dNTPs (10uM), 2,5 pl de
albumina sérica bovina (BSA, 1%), 2,5 ul buffer (10x), 0,5 pl de
cada cebador, 0,1 ul de ADN polimerasa Taq (SU; Invitrogen), 3
ul de ADN de la muestra y agua bidestilada hasta completar un
volumen final de 25 pl. La amplificacion se realizé en un termo-

ciclador “Applied Biosystems ProFlex PCR System” (Thermo

Veterinaria (Montev.), 56 (213), Ene-Jun 2020, €20205621307

3de7
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Fisher Scientific) utilizando un protocolo que incluy6 una des-
naturalizacién inicial (94°C, 3 min); 30 ciclos de: desnaturaliza-
cion (94°C, 30 s), hibridacion (65°C, 30 s) y extension (72°C,
60 s); y una extension final de 5 min a 72°C. Los productos
amplificados se analizaron por electroforesis en gel de agarosa
al 1,5%, tefiido con Good View™ y se visualizaron en un foto-
documentador “Gel Doc™ EZ Imager” (Bio-Rad). El tamafio
del fragmento esperado (347 pb), se determind comparando con
HyperLadder 100 pb (Bioline, UK).

Secuenciacion de los amplicones

Para confirmar que los fragmentos amplificados correspondian
a T. foetus se realizo la purificacion y secuenciacion en el servi-
cio de Macrogen Inc. (Setl, Corea). Las secuencias se ensam-
blaron y editaron utilizando el programa BioEdit (Version 7.2.5;
Ibis Biosciences, Carlsbad, CA) y se compararon con la base de
datos del GenBank del NCBI utilizando la herramienta BLAST
(Altschul et al., 1997).

Resultados

Ninguna de las 310 muestras fue positiva por cultivo para 7.
foetus. La PCR revel6 que el 2,25% (7/310) de los toros anali-
zados fueron positivos para este agente. De los toros destinados
a produccion de leche, 5% (6/121) fueron positivos, todos ellos
pertenecientes al mismo establecimiento de origen (estableci-
miento 9; Tabla 2). En los toros de carne, se detecté un animal
positivo de 189 (0,5%).

El establecimiento lechero positivo esta localizado en el depar-
tamento de Colonia, los 6 toros positivos eran de la raza Nor-
mando y tenian entre 1,5 y 3.5 afios, los animales habian sido
muestreados por visitas al predio. El toro de carne positivo, un
Hereford de 6 afios, era originario de un establecimiento del de-
partamento de Treinta y Tres, y habia sido muestreado en un
frigorifico.

Del total de rodeos evaluados, 3,5% (2/56) tenian animales posi-
tivos para 7. foetus, siendo un rodeo lechero y uno de ganado de
carne. La frecuencia predial fue de 3,4% (1/29) en rodeos de car-
ne y de 3,1% (1/32) en rodeos lecheros. Ninguno de los 5 esta-
blecimientos con explotacion mixta fue positivo.Las secuencias
obtenidas a partir de las muestras positivas tuvieron 100% de
similitud con secuencias publicadas de 7. foetus (MK770858.1;
MK770848.1; MK770847.1 entre otras) .

Discusion

En este trabajo se detecté por PCR la presencia de ADN de T.
foetus en toros de leche y de carne, aunque no se logré cultivar
el agente. En Uruguay hacia mas de una década que no se repor-
taba la circulacion de 7. foetus en bovinos.

Herrera et al., (1986) en la cuenca lechera del pais, evaluaron-

muestras de esmegma prepucial, mucus vaginal y fetos y pla-
centas de ganado abortado y determinaron una frecuencia de 7.
foetus anivel predial de 6,5% (50/768). Sumando curiosamente,
que entre los afios 1973 y 1985, solamente dos toros de carne
evaluados fueron positivos a la infeccion por este parasito. Si-
milar a lo reportado en dicho trabajo, aproximadamente 30 afios
después nuestros resultados sugieren que 7. foetus esta presente
con mayor frecuencia en ganado lechero que de carne, aunque la
proporcion de predios con toros positivos fue similar en ambos

sistemas productivos.

Los principales factores de riesgo para la tricomoniasis bovina
son: la cantidad de toros en un mismo establecimiento, repro-
duccidn por servicio (monta) natural, y extenso periodo de ser-
vicio (servicio continuo) (Ondrak, 2016). En este trabajo todos
los toros positivos destinados a lecheria pertenecian al mismo
establecimiento, donde habia 48 toros en total, todos los cuales
fueron incluidos en el muestreo. En este trabajo todos los toros
positivos destinados a lecheria pertenecian al mismo estableci-
miento, donde habia 48 toros en total, todos los cuales fueron in-
cluidos en el muestreo. Rae et al., (2004) indican que los predios
que tienen mas de 10 toros por grupo de reproduccion tienen
3,9 veces mas oportunidades de tener infeccion por T. foetus.
En Argentina, este ultimo también es un factor de riesgo para la
infeccion por T. foetus, sumado el manejo reproductivo continuo
(Odds Ratio=1,59) (Molina et al., 2018a).

En Uruguay, 41,3% de los tambos usan servicio continuo como
manejo reproductivo (Schild, 2017). Se reporta que 50% de los
predios lecheros en el pais usa Unicamente servicio con toros
(monta natural), y un 29% adicional utiliza la combinacion de
monta natural con IA, es decir que en el 79% de los tambos
uruguayos la monta natural es el manejo de eleccion (INALE,
2014). El uso de toros para repaso como manejo reproductivo en
gran parte de los establecimientos lecheros del pais minimiza el
uso de grandes grupos de estos animales. Por otro lado, la monta
natural es un factor de riesgo que puede perpetuar el parasito y
consecuentemente la enfermedad en los rodeos.

La deteccion de T. foetus por PCR ha sido previamente reporta-
da (Felleisen et al., 1998; Gookin et al., 2002; Riley et al., 1995).
Esta es una herramienta diagnoéstica rapida independiente del
cultivo que permite obtener resultados en pocas horas (Cobo et
al., 2007; Mutto et al., 2006), mientras que el cultivo requiere de
una semana para la obtencion de resultados negativos (Cobo et
al., 2007). La PCR convencional tiene una sensibilidad y especi-
ficidad de 78-98,38% y 93,75-96,7% respectivamente, mas altas
que las pruebas de cultivo (Cobo et al., 2007; Ho et al., 1994;
Mukhufthi et al., 2003; Mutto et al., 2006).

Si bien los cebadores utilizados en este trabajo se reportan como
especificos para 7. foetus, Felleisen et al., (1998) reportaron que
con estos mismos cebadores también amplificaron el ADN de
Tritrichomonas mobilensis y Tritrichomonas suis. T. mobilensis
es un parasito intestinal que ha sido identificado en monos ar-

dilla (Saimiri spp.) (Culberson et al., 1986) y T suis se encuentra
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en la cavidad nasal y el tracto digestivo de los cerdos (De Carli
y Guerrero Ramirez, 1975). Sin embargo, mas recientemente la
similitud morfoldgica, genética y de patogenicidad entre las ce-
pas de T. foetus y T. suis estan siendo ampliamente discutidas.
Los autores indican que estas dos especies de Tritrichomonas
son idénticas, proponiendo cambio en la nomenclatura de 7. suis,
ya que es sinonimo de 7. foetus (Tachezy et al., 2002; Lun et
al., 2005; Slapeta et al., 2012). Los factores arriba mencionados
sugieren que la posibilidad de observacion de 7. mobilensis en
muestras de esmegma prepucial bovino es baja y que la reaccion
cruzada con 7. suis no influye en el diagnostico ya que es una
cepa equivalente a 7. foetus en todos los aspectos. La secuencia-
cion realizada desde las muestras positivas por PCR en ese estu-
dio demostrd 100% de similitud con T foetus, lo que refuerza la

confiabilidad de los resultados positivos.

La sensibilidad de la PCR convencional puede ser mejorada
utilizando la qPCR para la deteccion de T foetus (Dufernez et
al., 2007; McMillen y Lew 2006), sin embargo, esta técnica no
estd ampliamente distribuida en los laboratorios veterinarios en
Uruguay, entre otros motivos porque requiere técnicos altamente
calificados para su ejecucion y la validacion e interpretacion de
los resultados, asi como equipos y reactivos especificos costosos
(Oyhenart, 2018).

La sensibilidad de la técnica de cultivo de 7. foetus es baja. Perez
et al., (2006) reportaron una sensibilidad del 72% a partir un
muestreo de 2838 toros usados para produccion de carne. En
nuestro trabajo no fue posible cultivar 7. foetus. Este resultado
puede deberse a diferentes factores que afectan negativamente
a la sensibilidad. Una vez obtenidas las muestras la viabilidad
del parasito se ve afectada por el medio de cultivo o transporte
empleados, por cambios en la temperatura y por la agitacion.
Ademas, una vez crecidas es complejo diferenciar con precision
la contaminacidn por tricomonas saprofitas, incluso para técni-
cos capacitados. Existen también factores inherentes a los toros,
como la edad y estado reproductivo. La tasa de infeccion tiende
aumentar en toros mayores a 3 aflos y en animales en servicio.
Las chances de detectar animales positivos aumentan con la
cantidad de muestreos, por esto se recomienda la realizacion de
tres tomas de muestras antes de diagnosticar un animal negativo
(Yao, 2013).

Debido al alto costo de un resultado falso negativo o positivo a
T. foetus, es primordial utilizar pruebas que permitan identificar
la mayor cantidad de verdaderos positivos y negativos, incluso
animales que podrian estar recientemente infectados. Con esta
intencion, y para lograr una comparacion entre las dos pruebas
mas comunmente usadas, utilizamos el cultivo y PCR de forma
simultanea sobre las mismas muestras. Otra opcion es utilizar el
PCR en muestras positivas al cultivo para descartar cultivos fal-
sos positivos de esmegma de toros, especialmente proveniente
de toros virgenes (Cobo et al., 2007).

El cultivo de T foetus directamente de esmegma prepucial repre-
senta un desafio para los laboratorios diagnosticos ya que el me-

dio de cultivo utilizado promueve el crecimiento de otros micro-
organismos. Esto afecta directamente el crecimiento de 7. foetus,
por la replicacion mas rapida de la microbiota acompanante y la
acumulacion de sus productos metabolicos que disminuyen el
pH del medio (Clothier et al., 2015). A su vez, la contaminacion
de las muestras con materia fecal es otro inconveniente. En las
heces puede haber protozoarios saprofitos no patogénicos, como
Tetratrichomonas spp., Pentatrichomonas hominis y Pseudotri-
chomonas spp. que crecen en el medio de cultivo utilizado y son
similares en tamafio, forma y motilidad a 7. foetus (Dufernez et
al., 2007). Estas interferencias pueden conducir a un diagnéstico
incorrecto de tricomoniasis bovina con importantes consecuen-
cias debido a la eliminacién de toros sanos o la perpetuacion en

el uso de reproductores falsos negativos.

Conclusiones

Tritrichomonas foetus es un patdgeno que sigue circulando en
Uruguay, tanto en bovinos de leche como de carne. El cultivo
del parasito es la prueba que mas se ha utilizado para el diagnos-
tico de tricomoniasis en el pais, aunque es posible que su empleo
como unica técnica resulte en sub-deteccion de la infeccion por
T. foetus. La PCR convencional podria ser implementada en la
rutina de los laboratorios de diagndstico veterinario para la de-
teccion de este agente en muestras prepuciales de toros vivos
o faenados, aunque se requieren esfuerzos adicionales para la
validacion de la técnica en nuestras condiciones. Estudios epi-
demiologicos y de estimacion de pérdidas econdmicas deberian
realizarse para determinar la prevalencia y la real importancia de
la tricomoniasis bovina para la ganaderia uruguaya.
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